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Ispitivanje antibakterijskog dejstva karvakrola, eugenola, cinamaldehida i timola prema 
sojevima Staphylococcus aureus izolovanih u slučajevima mastitisa krava 
Kratak sadrţaj  
Staphylococcus aureus predstavlja jednog od najznaĉajnijih uzroĉnika mastitisa krava, koji 
dovodi do velikih zdravstvenih problema i ekonomskih gubitaka u proizvodnji mleka. Imajući 
u vidu sve prisutniju rezistenciju prema antibioticima sojeva S. aureus izolovanih kod 
mastitisa, odnosno zabranjenu ili ograniĉenu upotrebu antibiotika u organskoj proizvodnji, 
etarska ulja imaju sve veći znaĉaj u terapiji obolelih grla.  
Cilj ovog istraţivanja je bio da se ispita: antibakterijsko delovanje odabranih komponenti 
etarskih ulja: karvakrola, eugenola, cinamaldehida i timola na sojeve S. aureus izolovanih u 
sluĉajevima supkliniĉkih mastitisa krava, njihovo sinergistiĉko delovanje u teĉnoj kulturi, kao 
i delovanje na biofilm S. aureus.  
Za ispitivanja na kliniĉkim izolatima, korišćeni su uzorci prikupljeni u toku redovne kontrole 
sa podruĉija koje obuhvata 8500 mleĉnih grla, holštajn-frizijske rase. Osim kliniĉkih izolata u 
radu su korišćeni i referentni sojevi S. aureus ATCC (American Type Culture Collection) 
25923 i meticilin rezistentni S. aureus ATCC 43300. Kao kontrolni soj za produkciju biofilma 
korišćen je izolat S. aureus sa Instituta za mikrobiologiju, Medicinskog fakulteta, Univerziteta 
u Beogradu. Da bi se postigli postavljeni ciljevi korišćene su i klasiĉne mikrobiološke metode 
izolacije identifikacije S. aureus, kao i PCR metoda molekularne detekcije: nuc gena za 
proizvodnju termostabilne nukleaze koji se pojavljuje u razliĉitim alelnim formama kod S. 
aureus, S. intermedius i S. hyicus, na ĉemu se zasniva identifikacija vrste, zatim coa gena za 
produkciju koagulaze i ica A i D alelne forme gena koji kodira produkciju biofilma. Disk 
difuzionom metodom ispitivana je osetljivost izolata na antimikrobne supstance, zastupljene u 
terapiji mastitisa u Srbiji. Metodom odreĊivanja minimalnih inhibitornih i baktericidnih 
koncentracija antimikrobnih supstanci odreĊema je osetljivost izlata S. aureus prema aktivnim 
komponentama etarskih ulja karvakrola, eugenola, cinamaldehida i timola u koncentracijama 
od 2560µg/ml do 1,25µg/ml i kontrolnim antibioticima linkomicinu, neomicinu i kloksacilinu.  
OdreĊivanje meĊusobnog odnosa na antimikrobno dejstvo aktivnih komponenti u vršeno je 
modifikovanom metodom šahovske table, dok je odreĊivanje duţine antibakterijskog 
delovanja izvršeno time – kill metodom u mleku u trajanju od 14 dana uz tri dodatne 
inokulacije bakterija 2., 4. i 6. dana ispitivanja. UtvrĊivanje sposobnosti produkcije biofilma u 
mikrotitracionim ploĉama vršeno je bojenjem biofilma rastvorom kristal violeta, i merenjem 
 
 
ekstinkcije upotrebom spektrofotometra, dok je  inhibitorno dejstvo aktivnih komponenti 
etarskih ulja na masu biofilma izvedeno u mikrotitracionim ploĉama na formiranom biofilmu 
inokulisanjem aktivnih komponenti u koncentraciji od 80µg/ml do 2560µg/ml. PoreĊenjem 
oĉitanih ekstinkcija mase biofilma sa i bez aktivne komponente izraĉunavano je smanjenje 
mase biofilma. Ispitivanje baktericidnog dejstva aktivnih komponenti prema ćelijama 
biofilma vršeno je merenjem degradacije tetrazolijumske soli MTT. Koncentracija aktivne 
materije koja je dovela do smanjenja ekstinkcije na polovinu vrednosti ekstinkcije 
netretiranog biofilma uzeta je kao minimalna baktericidna vrednost koja dovodi do 50% 
smanjenja broja ţivih ćelija biofilma. 
UtvrĊivanjem minimalnih inhibitornih i minimalnih baktericidnih koncentracija prema 
ispitivanim izolatima S. aureus najpotentnije dejstvo pokazao je cinamaldehid (161,5µg/ml), 
zatim slede karvakrol (237,7µg/ml), eugenol (271,6µg/ml) i timol (306,5µg/ml). Ispitivanjem 
zajedniĉkog antimikrobnog dejstva aktivnih komponenti etarskih ulja utvrĊen je sinergistiĉki 
odnos kod 7 odreĊenih kombinacija i koncentracija, a najviši aditivni efekat zabeleţen je u 
kombinaciji 20µg/ml karvakrola i 80µg/ml eugenola. Najduţe antibakterijsko delovanje na 
ispitivane S. aureus sojeve imao je cinamaldehid koje se ispoljavalo i nakon 14 dana uz 3 
reinokulacije bakterija. Dugotrajnim delovanjem karakterisao se i karvakrol zadrţavajući 
antibakterijsko dejstvo 14 dana, dok su timol i eugenol izgubili svoje antimikrobno dejstvo 
nakon 48h do 72h. Ispitivanje inhibitornog dejstva aktivnih komponenti etarskih ulja 
karvakrola, eugenola, cinamaldehida i timola na biofilmove S. aureus pokazalo je da sve ĉetiri 
komponente deluju na biofilm u znaĉajno višim koncentracijama nego prema pojedinaĉnim 
planktonskim ćelijama. Najpotentnijim dejstvom, odlikovao se karvakrol (903,5µg/ml), zatim 
timol (1160µg/ml), eugenol (1416µg/ml) i cinamaldehid (1435µg/ml). Na viabilne ćelije 
biofilma najbolje dejstvo ispoljio je timol (688,0µg/ml), zatim karvakrol (737,1µg/ml), 
eugenol (1410µg/ml) i cinamaldehid (1440µg/ml). Dobijeni rezultati antibakterijskog 
delovanja karvakrola, eugenola, cinamaldehida i timola na sojeve S. aureus izolovanih kao 
uzroĉnika mastitisa ukazuju na mogućnost njihove efikasne primene u terapiji mastitisa krava, 
kako u konvencionalnoj tako i u organskoj proizvodnji. 
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Antibacterial examination of carvacrol, eugenol, cinammaldehyde and thymol against 
Staphylococcus aureus isolated in cases of cow mastitis 
Summary  
Staphylococcus aureus is one of the most important causes of cow mastitis that leads to major 
health problems and economic losses in milk production. Essential oils and their active 
components are gaining importance in the treatment of mastitis patients due to growing 
antimicrobial resistance of S. aureus strains, as well as due to prohibited or limited use of 
antibiotics in organic production. The aim of this study was to examine: antibacterial activity 
of selected essential oil components: carvacrol, eugenol, thymol and cinnamaldehyde on S. 
aureus isolated in cases of subclinical mastitis in cows, their synergistic effects, and the effect 
on the S. aureus biofilm.  
To achieve these goals, clinical isolates were used, collected during regular checkups in the 
areas covered by 8500 dairy cattle of the Holstein-Friesian breed. Beside clinical isolates 
reference strains of S. aureus ATCC (American Type Culture Collection) 25923 and 
meticillin-resistant S. aureus ATCC 43300 have been used. Control used for the production of 
S. aureus biofilm was the strain from the Institute of Microbiology, Faculty of Medicine, 
University of Belgrade. In order to reach the set objectives, classical microbiological methods 
of isolation and identification of S. aureus were used as well as the PCR methods of 
molecular genetic detection: nuc gene for the production of thermostable nuclease that 
appears in different allelic forms in S. aureus, S. intermedius, and S. hyicus, which is used for 
identification species, then coa genes for the production of coagulase, and ica A and D allelic 
forms of the gene coding the production of a biofilm. Disk diffusion method was used in 
testing of the isolates’ sensitivity to antimicrobial substances, present in the treatment of 
mastitis in Serbia. Determining the minimum inhibitory and bactericidal concentrations of 
antimicrobial substances was used to describe S. aureus isolates to the active components of 
essential oils: carvacrol, eugenol, cinnamaldehyde and thymol in a concentration of 2560μg / 
ml to 1,25μg / ml and control antibiotics as well lincomycin, neomycin and cloxacillin.  
Determination of influence between the antimicrobial activities of active components was 
performed by chessboard modified method, while the length of antibacterial activity was 







 days of testing. Ability of biofilm production was carried out in 
microtiter plates by staining biofilm with solution of crystal violet and measuring the 
extinction using a spectrophotometer, and the inhibitory effect of active components to 
 
 
biofilm have been done in microtiter plates at a concentration range from 80μg/ml to 
2560μg/ml. Comparing the extinction with or without the active component showed reduction 
of biofilm. Testing of bactericidal effect of active components on biofilm cells was conducted 
using tetrazolium salt MTT. The concentration of active substance which led to a reduction of 
the extinction of the half of the value of the extinction of the untreated biofilm was taken as 
the minimum bactericidal value that gave 50% reduction in the number of living cells of the 
biofilm. 
The minimum inhibitory concentrations and minimum bactericidal concentrations towards S. 
aureus isolates demonstrated the most potent antibacterial effect of cinnamaldehyde 
(161,5μg/ml), followed by carvacrol (237,7μg/ ml), eugenol (271,6μg/ml) and thymol 
(306,5μg/ml). Combination of these active components of essential oils exhibited synergism 
in antibacterial activity in 7 combinations. The best antimicrobial synergism is conceived with 
20µg/ml carvacrol and 80µg/ml eugenol combination. Durable antimicrobial activity on S. 
aureus had cinnamaldehyde, which retained antibacterial properties for 14 days even with 3 
re-inoculations of bacteria. Carvacrol showed long-term motion as well, which antibacterial 
effect lasted for 14 days, while thymol and eugenol had lost their antimicrobial activity after 
48h to 72h. Study of the inhibitory effects of the active components of essential oils carvacrol, 
eugenol, thymol and cinnamaldehyde on S. aureus biofilm showed that all four components 
reduce biofilm growth.  
The most potent effect on biofilms, exhibits carvacrol (903,5μg/ml), followed by thymol 
(1160μg/ml), eugenol (1416μg/ml), and cinnamaldehyde (1435μg/ml). The best antibacterial 
effect on the viable cells of the biofilm was expressed by thymol (688,0μg/ml) than carvacrol 
(737,1μg/ml), followed by eugenol (1410μg/ml) and cinnamaldehyde (1440μg/ml). The 
results of antibacterial activity of carvacrol, eugenol, cinnamaldehyde and thymol on S. 
aureus strains isolated from mastitis indicate the possibility of their effective application in 
the treatment of cow mastitis in conventional as well as in organic production.  
 
Keywords: carvacrol, cinnamaldehyde, essential oils, eugenol, mastitis, milk, resistance, 
Staphylococcus aureus, thymol 
Scientific field: Veterinary medicine 
Scientific discipline: Microbiology 
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U savremenoj, intenzivnoj proizvodnji mleka mastitisi predstavljaju veliki zdravstveni i 
ekonomski problem. Tako, na primer, u Sjedinjenim Ameriĉkim Drţavama procenjeni 
gubici usled mastitisa dostiţu 2 milijarde ameriĉkih dolara, a nastaju usled pada 
proizvodnje mleka, odbacivanja mleka od obolelih ţivotinja, izluĉenja iz proizvodnje 
jedinki i pogoršanja klase mleka. Po nekim procenama u Evropskoj uniji zajedno sa 
troškovima leĉenja svaki pojedninaĉni sluĉaj upale vimena krava košta oko 140 €, što u 
stadu sa stotinak muznih grla i oĉekivanom prevalencijom mastitisa od 20% tokom 
godine iznosi oko 12 800€. Najznaĉajniji uzroĉnici infektivnih mastitisa su 
Staphylococcus aureus (S. aureus), Streptococcus agalactiae (Strep. agalactiae), Strep. 
dysgalactiae i Strep. uberis. Pored S. aureus, koji se smatra najĉešćim uzroĉnikom, iz 
mleka su izolovane i druge koagulaza pozitivne stafilokoke, kao što su S. intermedius ili 
S. hyicus. Na mastitise prouzrokovane S. aureus otpada 25-30% infekcija, koje su 
praćene patološkim procesom u intersticijumu vimena, fibroznim promenama u 
sekretornom epitelu i poslediĉno smanjenjem proizvodnje mleka. Uzroĉnici se izluĉuju 
putem mleka u kome dolazi i do povećanja broja somatskih ćelija. Mleko ĉetvrti koja je 
inficirana stafilokokama predstavlja opasnost po zdravlje potrošaĉa, kako od samih 
bakterija tako i zbog mogućnosti stvaranja enterotoksina. U borbi protiv uzroĉnika 
infektivnih mastitisa primenjuju se razliĉite strategije menadţmenta stada ukljuĉujući 
redovne kontrole, profilaktiĉku terapiju u periodu zasušenja, vakcinaciju kao i 
iskljuĉivanje iz proizvodnje obolelih grla. Kod pojave mastitisa tokom laktacije ĉesto se 
primenjuje antibiotska terapija. Dugotrajnim korišćenjem jednog antimikrobnog 
hemoterapeutika uništavaju se osetljivi sojevi patogenih bakterija i vrši se selekcioni 
pritisak koji favorizuje otporne sojeve mikroorganizma i vremenom se pojavljuje 
fenomen rezistencije. 
Organska proizvodnja je sveobuhvatan sistem upravljanja farmama i proizvodnjom 
hrane, koja kombinuje najbolje ekološke prakse, visok nivo biodiverziteta, oĉuvanje 
prirodnih resursa, primenu visokih standarda dobrobiti ţivotinja i naĉin proizvodnje u 
skladu sa ţeljama pojedinih potrošaĉa za proizvode dobijene od prirodnih supstanci i u 
prirodnim procesima. Organska proizvodnja tako ima dvostruku društvenu ulogu, sa 
jedne strane popunjava specifiĉno trţište odgovarajući na zahteve korisnika za 
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organskim proizvodima, a sa druge strane omogućava opšte dobro, doprinosi zaštiti 
ţivotne sredine, dobrobiti ţivotinja i ruralnom razvoju. Organski proizvodeno mleko 
predstavlja trţišno orijentisanu strategiju stoĉarstva, koja primenjivanjem zakonski 
regulisanih pravila u proizvodnji garantuje odsustvo većeg uticaja ĉoveka u biološki 
prirodni proces dobijanja mleka, što se odnosi i na sintetski modifikovanu ishranu i 
terapiju grla. Primena antimikrobnih sredstava u organskoj proizvodnji se drastiĉno 
razlikuje u odnosu na konvencionalnu intenzivnu proizvodnju. Upotreba antibiotika i 
hemoterapeutika je u organskoj proizvodnji potpunosti zabranjena u Sjedinjenim 
Ameriĉkim Drţavama, dok je prema propisima Evropske unije ograniĉena i dopuštena 
iskljuĉivo u odreĊenim retkim situacijama. Da bi prevazišli ove probleme, raznovrsne 
lekovite biljke širom sveta se ispituju na posedovanje antimikrobnih svojstava, a u cilju 
pronalaţenja novih efikasnih antibakterijskih i antifungalnih sredstava.  
U antimikrobnoj terapiji mastitisa mogu se koristiti razne neantibiotske supstance koje 
se karakterišu antibakterijskim dejstvom dovodeći do spreĉavanja rasta i razmnoţavanja 
ili uništavanja uzroĉnika. Kod infekcija vimena mogu se u preventivne i terapijske svrhe 
primenjivati kompletna etarska ulja i/ili njihove aktivne komponente. Ovakvi 
intramamarni injektori su već registrovani za upotrebu u nekim zemljama. MeĊutim, 
upotreba antimikrobnih lekova kao i etarskih ulja, a i njihovih kombinacija, nije 
ograniĉena samo njihovim efektivnim koncentracijama in vitro, već i maksimalnim 
dozama koje se mogu primeniti bez toksiĉnih neţeljenih efekata kod ţivotinja. Etarska 
ulja koja se mogu koristiti u terapiji mastitisa mogu poticati od biljaka kao što su: 
korijander (Coriandrum sativum L.), origano (Origanum vulgare L.), ruzmarin 
(Rosmarinus officinalis L.), cimet (Cinnamomum zeylanicum Breyn.), ţalfija (Salvia 
officinalis L.), majĉina dušica (timijan) (Thymus vulgaris L.) i karanfilić (Syzygium 
aromaticum L. syn. Eugenia carophyllata Thunb.). Bliţe upoznavanje zapadne 
medicine sa etarskim uljima i mogućnošću njihove preventivne i terapijske primene 
zapoĉinje od 1926. godine, kada je izdata knjiga Horasa Finmora u Londonu. Etarska 
ulja su pokazala da poseduju širok spektar bioloških aktivnosti i efikasnu antimikrobnu 
aktivnost protiv odreĊenih bakterija, kvasaca, filamentoznih gljivica i virusa. Kao 
aktivne komponente ovih etarskih ulja izolovani su, izmeĊu ostalih karvakrol, eugenol, 
cinamaldehid i timol.  
3 
 
U prirodi bakterije retko ţive zasebno i smatra se da ĉak i do 80% svih infekcija 
prouzrokuju mikroorganizmi koji se nalaze u okviru biofilm formacije. Biofilm 
predstavlja zajednicu koja se sastoji od većeg broja mikroorganizama okruţenih 
matriksom ĉvrsto vezanu kako za površinu ćelija domaćina tako i za brojne površine u 
prirodi. Osetljivost biofilmova S. aureus na aktivne komponente etarskih ulja nije 
dovoljno prouĉena, a kako se biofilmovi stvaraju in vivo kod mastitisa goveda od 






2.  PREGLED LITERATURE 
2.1. Etarska ulja 
Etarska ulja su produkti viših biljaka (Asteraceae, Lamiaceae, Rutaceae, Myrtaceae, 
Lauraceae i druge) koji su lokalizovani u razliĉitim delovima biljaka ukljuĉujući koren, 
stablo, list, cvet, plod i seme. Etarska ulja nastaju aktivnošću endogenih i egzogenih 
sekretornih biljnih tkiva i predstavljaju proizvode pojedinaĉnih ćelija parenhima biljaka 
(Lauraceae, Zingiberaceae), ili ţlezdanog epitela kod koga se nakupljaju u 
meĊućelijskim prostorima (Rutaceae, Myrtaceae, Apiaceae). Etarska ulja biljaka imaju 
veći broj bioloških uloga, izmeĊu ostalih privlaĉenje insekata, a time indirektno i pomoć 
u oprašivanju, stvaranje specifiĉne mikroklime koja spreĉava prekomerno odavanje 
vode, zaštiti od napada insekata i drugih ţivotinja, spreĉavanju razvoja 
mikroorganizama odnosno odbranu od infekcija. 
Usled prethodno opisane uloge u odbrani od infekcija, etarska ulja u ekološkim 
interakcijama predstavljaju prvu hemijsku barijeru protiv patogena.  
2.1.1. Hemijski sastav 
Etarska ulja su sekundarni metaboliti biljaka, lako isparljive hidrofobne, kompleksne 
prirodne smeše ugljovodonika, alkohola, karbonilnih jedinenja, merkaptana i drugih 
jedinjenja alifatiĉne i/ili aromatiĉne strukture. Od masti triglicerida se razlikuju po 
isparljivosti i aromatiĉnosti i ĉine do 1% mase biljke kojoj daju karakteristiĉan miris. 
Aktivne sekretorne ćelije, ţlezde ili ţlezdane dlake mogu biti lokalizovane u razliĉitim 
delovima biljke stvarajući etarska ulja drugaĉijeg sastava. Na sastav ulja odreĊenih vrsta 
biljaka utiĉe geografsko poreklo i godišnje doba. Hemotip je ista vrsta biljke, koja u 
zavisnosti od mesta rasta, moţe produkovati etarska ulja razliĉitog hemijskog sastava. 
Do danas je otkriveno oko 3000 etarskih ulja od kojih je oko 10% komercijalno 
znaĉajno (Hammer i Carson, 2011).  
Etarska ulja su ĉesto karakteristiĉnog mirisa, optiĉki aktivne supstance, specifiĉne teţine 
od, 0,84g/ml do 1,18g/ml (Thormar i sar., 2011). Pored organoleptiĉkih osobina, 
osnovne fiziĉke i hemijske karakteristike na osnovu kojih se utvrĊuje kvalitet ulja su 
gustina, indeks prelamanja, optiĉka rotacija, rastvorljivost u alkoholu, interval kljuĉanja, 
kiselinski i estarski broj, sadrţaj aldehida i ketona, fenola i drugo. Duţim stajanjem na 
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vazduhu etarska ulja mogu da promene svoju konzistenciju i da postanu gušća poput 
smole, da promene boju, potamne i da reaguju kiselo. Etarska ulja i aktivne komponente 
se ne rastvaraju u vodi nego u apsolutnom etanolu, hloroformu, etru, masnim uljima i 
drugim organskim rastvaraĉima. 
Aromatiĉna svojstva su karakteristika mnogih etarskih ulja kao što su monoterpenska 
jedinjenja mentol kod nane, terpinen-4-ol kod ĉajnog drveta i terpineol kod belog bora, 
odnosno, seskviterpenska jedinjenja nerolidol kod Ċumbira i lavande, kao i bisabolol 
kod nevena (Hammer i Carson, 2011). 
Analiza etarskog ulja podrazumeva odvajanje sastavnih aktivnih komponenata, njihovu 
identifikaciju i karakterizaciju upotrebom razliĉitih hemijskih metoda. U novije vreme 
najpouzdaniji naĉin utvrĊivanja hemijskog sastava, a time i kvaliteta etarskih ulja, 
predstavlja primena instrumentalnih metoda analize ukljuĉujući atomsku emisionu i 
apsorpcionu spektrometriju, gasnu hromatografiju, masenu spektrometriju i teĉnu 
hromatografiju visokih performansi (Bakkali i sar.; Pawar i Thaker, 2016). Etarska ulja 
su najĉešće teĉnosti, koje ponekad imaju viskoznu ili poluĉvrstu konzistenciju, koja su 
po hemijskom sastavu kompleksne prirodne smeše. U etarskim uljima moţe se 
ustanoviti veliki broj pojedinaĉnih jedinjenja u razliĉitim koncentracijama, kao i vrlo 
razliĉitih hemijskih svojstava, ĉak i preko 60 u jednom ulju (Burt i sar., 2005; Bakkali i 
sar., 2008). Etarsko ulje se uglavnom sastoji od dve do tri glavne komponente, koje su 
zastupljene u relativno visokoj koncentraciji od 20 do 70%, dok se ostale nalaze u 
tragovima. Ove glavne komponenete odreĊuju biološke i farmakološke osobine samog 
etarskog ulja, kao na primer karvakrol i timol kod ulja timijana (Bakkali i sar., 2008).  
Aktivne komponente etarskih ulja dele se na dve grupe razliĉitog hemijskog sastava. 
Prva grupa je sastavljena od terpena i terpenoida, a druga od aromatiĉnog i/ili 
alifatiĉnog dela. Etarska ulja ĉine aktivne komponente koje po hemijskoj reaktivnosti 
mogu biti alkoholi, aldehidi, kiseline, estri, ketoni, fenoli, laktoni i ugljovodonici, a sva 
ova jedinjenja prema strukturi pripadaju terpenima (fenilpropanima) ili organskim 
ugljovodoniĉnim i kiseoniĉnim jedinjenjima (tabela 1) (Lazarević, 2011; Burt i sar., 
2005; Bakkali i sar., 2008). Komponente etarskih ulja se odlikuju relativno malom 





Tabela 1: Primeri aktivnih komponenti etarskih ulja i njihove hemijske osnove  
Aldehidi  neral, geranial, benzaldehid, cinamaldehid 
 
Alkoholi monoterpenski  
 alifatiĉni linalul, geraniol, lavandulol 
 aromatiĉni  mentol, terpinen-4-ol, α-terpineol 
Alkoholi seskviterpenski nerolidol, bisabolol, b-santalol 




menton, carvon, pulegon, piperiton 




eranil, linalil, neril acetat 
 cikliĉni methil salicilat, benzil acetat 
Oksidi i epoksidi 1,8-cineol (eukaliptol),  
linaluol oksid, limonen oksid, cariofilen oksid 
Metil etri metil kavikol (estragol), safrol, asaron, anetol 
Terpeni  
 monocikliĉni 
limonen, felandren, α i γ terpinen, terpinolen, tujen ,p-
cimen, cadinen, sabinen 
 bicikliĉni α i β pinen, kamfen 
 Seskviterpeni cadinen, cariofilen, aromadendren 
 Acikliĉni cimen, β-mircen 
 
Terpeni, terpenoidi i izoprenoidi predstavljaju jednu od najbrojnijih klasa prirodnih 
supstanci, kojih je do sada izolovano više od 30000 iz razliĉitih biljaka, 
mikroorganizama i ţivotinja (Baser i Demirci, 2007). Ĉine ih kombinacije kratkih 
ugljovodoniĉnih jedinica (C-5) koje su nazvane izopreni (slika 1) koji su odgovorni za 
njihov karakteristiĉan miris i ukus, a razlikuju se od masnih kiselina zbog svoje cikliĉne 
i kompleksne strukture sa grananjem. Opšta hemijska formula terpena je C10H16, a oni 
se mogu pojaviti u obliku diterpena, triterpena i tetraterpena (C20, C30, C40), a 
najĉešće kao hemiterpeni C5 i seskviterpeni C15. Kada ovi ugljovodonici terpeni sadrţe 
još neki hemijski element poput kiseonika, sumpora ili azota nastaju terpenoidi. Prema 
hemijskoj strukturi timol i karvakrol predstavljaju izomere monoterpena koji sadrţe 
fenolnu grupu, a njima srodni eugenol pored fenolne sadrţi i karboksilnu grupu (slika 
1). Monoterpeni su ĉesti sastojci etarskih ulja algi, viših biljaka i ĉetinara na primer 









Timol  Karvakrol  
 
 
Eugenol  Cinamaldehid 
 
Slika 1: Strukturne formule izoprena, timola, karvakrola, eugenola i cinamaldehida  
 
 
Druga aromatiĉna i alifatiĉna jedinjenja se nalaze u znatnom manjem udelu od terpena u 
etarskim uljima, ĉiji je biohemijski prekurzor fenilpropan a sinteza se odvija zasebno od 
sinteze terpena. Ova jedinjenja obuhvataju alifatiĉne alkohole, aldehide i ketone 
dugaĉkog niza (≥C12) koja se mogu naći u slobodnom obliku ili udruţeni sa alkanima i 
estrima viših masnih kiselina u epikutikularnom vosku lista biljaka. Aktivne 
komponente etarskih ulja navedene aldehidne strukture su izmeĊu ostalih cinamaldehid, 
benzaldehid, neral i geranial (Hammer i Carson, 2011).  
Najvaţniji faktori koji utiĉu na sastav etarskog ulja biljke su: genotip, fenofaza 
ontogenetskog razvoja odnosno vreme prikupljanja materijala, faktori spoljašnje sredine 
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ukljuĉujući pre svega temperaturu i vlaţnost, kao i metod obrade biljaka i naĉin 
izolacije etarskog ulja. Izolacija etarskih ulja iz biljaka je moguća presovanjem, 
hidrodestilacijom, ekstrakcijom pomoću ulja i masti ili lako isparljivih rastvaraĉa, 
ekstrakcijom gasovima u superkritiĉnim uslovima, head space metodom uz primenu 
gasnog hromatografa i masenog spektrofotometra, kao i ekstrakcijom rastvaraĉima 
potpomognuta delovanjem mikrotalasa (ESAM) (Bakkali i sar., 2008). Za identifikaciju 
i hemotipizaciju etarskih ulja najĉešće se koriste gasna hromatografija i masena 
spektrometrija.  
Biljke ĉesto imaju razliĉit sastav etarskih ulja, na primer timijan, Thymus vulgaris, koji 
ima izraţenu varijabilnost u pogledu sadrţaja timola, karvakrola, linalula, tujan-4-ola i 
α-terpineola (Nikolić i sar., 2014). Poput Thymus vrsta, i indijska nana Satureja 
douglasii ima zastupljena dva hemotipa koji se razlikuju u poloţaju oksigenacije 
(poloţaji 2 i 3) sintetisanih monoterpena (Lazarević, 2011), koji nastaju usled delovanja 
po biljku stresogenih faktora ukljuĉujući koliĉinu svetlosti, vlaţnost ili uticaj herbivora.  
Glavne aktivne komponente etarskog ulja origana, Origanum vulgare, su karvakrol (2-
metil-5-(1-metiletil)fenol) i timol (2-izopropil-5-metilfenol) koji predstavljaju 30% 
odnosno 27% ulja (Bakkali i sar., 2008). Prema podacima iz literature koncentracija 
karvakrola u origanovom ulju moţe da bude i znaĉajno viša, i do 68% (Choi i sar., 
2012). U etarskom ulju cimeta, rod Cinnamomum, najzastupljenija aktivna komponenta 
je trans-cinamaldehid (65%), a u etarskom ulju karanfilića, Syzyglum aromaticum, 
eugenol (60,5%) (Merchan Arenas i sar., 2011). 
2.1.2. Primena etarskih ulja  
Medicinsko dejstvo biljaka karakteristika je kojom se odlikuju odreĊene vrste, a nosioci 
tog dejstva su njihovi sekundarni metaboliti sa izraţenim specifiĉnim farmakološkim 
efektima (Rojas i sar. 1992; Bakkali i sar., 2008). Sekundarni metaboliti, meĊu kojima 
su etarska ulja, imaju brojna farmakološka delovanja ukljuĉujući antiinflamatorno, 
antibakterijsko, antioksidativno, anestetiĉko i antidepresivno. Mnogi produkti 
sekundarnog metabolizma se odlikuju baktericidnim, repelentnim ili toksiĉnim 
delovanjem. Procenjuje se da oko 40% lekova u humanoj medicini vodi poreklo od 
sekundarnih metabolita biljaka, obuhvatajući prirodne ili hemijski modifikovane 
supstance (Thormar i sar., 2011). 
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Od davnina je poznato da etarska ulja imaju antiseptiĉku i antibakterijsku moć i već se  
vekovima koriste kao prirodni antibiotici. Etarska ulja se koriste u farmaceutskoj 
industriji i kozmetici u proizvodnji pojedinih preparata. Našla su svoju primenu u 
fitoterapiji i aromaterapiji u leĉenju, prevenciji bolesti i oĉuvanju zdravlja ljudi. 
Uspešno se koriste kod leĉenja infekcija respiratornih puteva, koţnih oboljenja, jaĉanju 
imuniteta i oslobaĊanju od stresa. Etarska ulja se mogu upotrebljavati na razliĉite naĉine 
kod kupke, inhalacije, direktnog nanošenja na odreĊeni deo tela, masaţe ili mirisnog 
oplemenjivanja prostora.  
Brojna etarska ulja se koriste u medicini i aromaterapiji poseduju svojstva koja je teško 
povezati sa pojedinaĉnim odreĊenim sastojkom, već za smešu aktivnih supstanci 
(Garabadu i sar., 2014).  
Zbog svojih nutricionih i fiziĉko-hemijskih svojstava etarska ulja i njihove aktivne 
komponente su našle primenu u medicini, kozmetici i u konzervisanju namirnica 
(Bošković i sar., 2013), oralnim rastvorima registrovanim za ljudsku upotrebu (ALIMS, 
2014a) pri ĉemu samo antimikrobno dejstvo u tim proizvodima uglavnom predstavlja 
samo dodatu vrednost gotovom proizvodu (added value).  
Etarska ulja i njihove aktivne komponente imaju svoj znaĉaj u veterinarskoj medicini u 
obogaćivanju ishrane, dezinfekciji (Vucinic i sar., 2012) i kao antiparazitici 
(Mahakittikun i sar., 2014). Na nematodu Ascaris suum karvakrol ispoljava antiparazitni 
efkat preko receptora gama-aminobutirinske kiseline i preko nikotinskih acetilholinskih 
receptora (Trailovic i sar., 2015). U Srbiji se etarska ulja primenjuju u hrani za ţivotinje 
na primer kod potpune krmne smeše za zaluĉivanje prasadi, sa deklarisanom ulogom u 
prevenciji dijareje: Pan co. Profistart, (Patent co, Mišićevo Srbija). Na trţištu je prisutan 
i komercijalni preparat fitobiotik Enviva EO101 (Danisco Animal Nutrition) koji sadrţi 
cinamaldehid i timol u koliĉini 18% w/w preparata, inkapsulirane u maltodekstrinski 
matriks.  
Na trţištu postoji veći broj kozmetiĉkih preparata namenjenih za upotrebu kod 
ţivotinjama sa repelentnim dejstvom na insekte koji sadrţe etarsko ulje biljke nim 
(Azadirachta indica) i etarsko ulje lavande (Lavandula angustifolia), kao na primer 
ogrlica Leis Collar (Orme Naturali, Italija). Spot on preparat iste kompanije ĉije se 
repelentno dejstvo pored etarskog ulja nima, zasniva i na etarska ulja jojobe 
(Simmondsia chinensis) i badema (Prunus amygdalus), koga proizvoĊaĉ preporuĉuje za 
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primenu kod više razliĉitih vrsta odnosno kategorija ţivotinja, u periodu laktacije, kod 
mladunaca i rekonvalescenata.  
U Velikoj Britaniji registrovano je više lekova na biljnoj bazi, kao što su na primer 
tablete piskavice (Trigonella foenum graecum)) i belog luka (Allium sativum) 
namenjene leĉenju artritisa i zapaljenja paranalne ţlezde pasa koje pored antimikrobnog 
ispoljavaju i antiinflamantorno dejstvo. Za smirivanje i supresiju simptoma estrusa 
maĉaka preporuĉuju se tablete šiška (Scutellaria lateriflora) i valerijane (Valeriana 
officinalis). Protiv laţne trudnoće pasa i tokom graviditeta preporuĉuje se primena 
tableta od lista maline (Rubus idaeus). Gotov lek na bazi praha juţno ameriĉkih biljaka 
kole (Cola spp.), damijane (Turnera diffusa) i plodova testeraste palme (Serenoa 
repens) primenjuje se protiv depresije i za podizanje budnosti pasa i maĉaka (Dorwest 
Herbs Lts, Engleska), u biljci kole sa nalazi alkaloid kofein koga ima i u zrnu kafe 
(Coffea sp.). Biljni lek koji sadrţi ekstrakte lista odnosno korena sene (Senna spp.), aloe 
(Aloe barbadensis), krkavine (Rhamnus purshiana), valerijane (Valeriana officinalis) i 
maslaĉka (Taraxacum officinale) namenjen je za terapiju i prevenciju konstipacije pasa i 
maĉaka (Dorwest Herbs Lts, Engleska).  
U japanskoj farmakopeji iz 2007. godine kao i u osmom izdanju evropske farmakopeje 
detaljno je opisan postupak spravljanja homeopatskih lekova, i pripreme 200 odnosno 
1434 biljna pripravka.  
Pri Agenciji za lekove i medicinska sredstva Srbije postoji 1369 registrovanih biljnih 
lekova, 590 tradicionalnih biljnih lekova, i 5 registrovanih tradicionalnih lekova 
(ALIMS, 2014). U Srbiji nema registrovanih gotovih lekova za intramamarnu primenu 
u terapiji goveda na biljnoj bazi (ALIMS, 2014).  
U organskom stoĉarstvu postoji potraţnja za adekvatnim lekovima i zato na inostranom 
trţištu postoje organski intramamarni injektori za primenu kod goveda, ovaca i koza. 
Aplikator Phyto-Mast (Penn Dutch Cow Care, Narvon, SAD) sadrţi 15ml leka koji je 
sastavljen od timola, etarskih ulja anĊelike (Angelica archangelica), sladića 
(Glycyrrhiza uralensis) i zimzelena (Gaultheria procumbens). Ovaj preparat se 
primenjuje aplikovanjem dva injektora na poĉetku terapije i po jedan naredne dve muţe, 
a proizvoĊaĉ propisuje i karencu za mleko od 12h i meso jedan dan od primene 
preparata. Ispitivanje efikasnosti ovog preparata pokazalo je da ima pozitivno dejstvo na 
brzinu oporavka grla nakon mastitisa, ali ne i snaţno antibakterijsko dejstvo (Pinedo i 
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sar., 2013). U terapiji goveda u zasušenju primenjuje se preparat Cinnatube (New 
AgriTech, Locke, SAD), koji sadrţi etarska ulja cimeta (Cinnamomum zeylanicum), 
ĉajnog drveta (Melaleuca alterniflora) eukaliptusa (Eucalyptus gobulus), nevena 
(Calendula officinalis) i pĉelinji vosak. Primenom Phyto-Mast i Cinnatube preparata u 
zasušenju, kao i njihove kombinacije, postiţu se podjednako uspešni rezultati u 
prevenciji mastitisa u narednoj laktaciji kao i kod uobiĉajene primene penicilina i 
streptomicina (Mullen i sar., 2014). Preparat Kilco Mas-Gel Intramammary Tubes 
(Kilco, Velika Britanija) je na bazi aloe (Aloe barbadensis) i glicerina, a predviĊen je za 
upotrebu pri prvim znacima pogoršanja kvaliteta mleka i nema propisan period karence. 
Gel za intramamarnu upotrebu Captor Gel (AWP International, Italija) je namenjen za 
primenu pri blagom porastu somatskih ćelija u mleku, sadrţi antiinflamatorne i 
baktericidne sastojke više razliĉitih biljaka: vitelarije (Vitellaria paradoxa, sinonim: 
Butyrospermum parki), masline (Olea europaea), nevena (Calendula officinalis) i 
eukaliptusa (Eucalyptus globulus). Pored preparata namenjenih aplikaciji u sisni kanal, 
postoji veći broj preparata na biljnoj bazi namenjenih za mazanje koţe ili masaţu 
vimena, koji pored antimikrobnog dejstva deluju antiinflamatorno. Krema na bazi 
nevena (Calendula officinalis) Blackspot Cream (NovaVet, Velika Britanija) namenjen 
je ozledama papile vimena i ubrzava zarastanje rana i nagnjeĉenja na koţi. Krema 
Uddermint (Teisen , Velika Britanija) sadrţi 35% ulja japanske nane (M. arvensis var. 
piperascens, syn. var. japonica) i preporuĉuje se za terapiju edema vimena, pogotovo 
kod prvih muţa prvotelki. Mazanje obolelog mesta Multiderm Dairy Salve (Norbrook, 
Irska) preporuĉuje se kod povreda nastalih fiziĉkom traumom vimena i sisa krava, a 
preparat sadrţi ekstrakte ĉajnog drveta (Melaleuca alterniflora) i lana (Linum 
usitatissimum).  
2.2. Mehanizam antibakterijskog dejstva etarskih ulja 
Pošto etarsko ulje biljaka predstavlja smešu aktivnih komponenti, pretpostavlja se da 
sastojci etarskih ulja koji nisu koliĉinski dominantni imaju, takoĊe, ulogu u 
antibakterijskoj aktivnosti, najverovatnije u vidu sinergistiĉkog dejstva sa drugim 
komponentama (Gutierrez i sar., 2008; Rohani i sar., 2011). Za antimikrobnu aktivnost 
etarskih ulja je vaţna hemijska struktura pojedinih komponenti. Od najvećeg znaĉaja je 
lipofilni karakter ugljovodoniĉnog skeleta i hidrofilni karakter funkcionalnih grupa. 
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Uopšteno gledano, aldehidi, fenoli i alkoholi spadaju u potentnije antimikrobne 
supstance, dok terpeni i metil estri imaju slabije antimikrobno dejstvo (Hammer i 
Carson, 2011). Antibakterijski potencijal aktivnih komponenti etarskih ulja moţe se 
prikazati sledećim redosledom (od najmanjeg ka najvećem): linalil acetat < limonen < 
β-pinen < α-pinen < kamfor < linalul < 1,8-cineol < mentol < timol < karvakrol 
(Sokovic i sar., 2010). Visoka aktivnost aldehida je verovatno posledica prisustva 
karboksilne grupe (R-COOH) koja moţe lako da reaguje sa alkoholima ili kiselinama. 
Fenoli i alkoholi imaju hidroksilnu grupu koja ima odavno poznato antiseptiĉko dejstvo 
i kao komponenta nepolarnih rastvaraĉa doprinosi boljoj rastvorljivosti i olakšava 
vezivanje ovih jedinjenja za biološke membrane (Hammer i Carson, 2011). 
Komponente fenolne strukture su uglavnom odgovorne za antibakterijsko dejstvo 
etarskih ulja (Burt i sar., 2005).  
Ispitivanja antibakterijskog delovanja etarskih ulja i njihovih aktivnih komponenti na 
mikroorganizme koji dovode do kvarenja hrane i na patogene koji se prenose putem 
hrane, pokazala su da je antibakterijska aktivnost etarskih ulja izraţenija protiv Gram 
pozitivnih nego Gram negativnih bakterija (Gutierrez i sar., 2009; Hsouna i sar., 2011). 
Osetljivost Gram negativnih bakterija prema etarskim uljima manja je od osetljivosti 
Gram pozitivnih bakterija, zbog posedovanja lipopolisaharidne komponente spoljašnje 
membrane koja okruţuje ćeliju i dodatno ograniĉava difuziju etarskog ulja u ćeliju 
(Thormar i sar., 2011). Aktivne komponente etarskih ulja, koja sadrţe cikliĉne 
ugljovodonike, kao što su, karvakrol, eugnol, cinamaldehid i timol, ispoljavaju 
antibakterijsko dejstvo jer najverovatnije dezintegrišu spoljašnji deo ćelijske membrane 
i time povećavaju njenu propustljivost. Nakon primene cikliĉnih ugljovodonika na 
membrani bakterije Escherichia coli (E. coli) uoĉeno je zadebljanje hidrofobnog 
dvosloja ćelijske membrane praćeno promenom fluidnosti i oteţanim radom protonske 
pumpe (Sikkema i sar., 1994). Zabeleţeni nivo oštećenja plazma membrane bio je u 
direktnoj korelaciji sa hidrofobnošću primenjene aktivne supstance.  
Tokom ispitivanja dejstva etarskog ulja ĉajnog drveta Melaleuca alternifolia na E. coli 
u eksponencijalnoj i stacionarnoj fazi rasta uoĉena je indukcija autolize praćena 
oštećenjem citoplazme i ćelijske membrane uz pojavu zgusnutog materijala u vidu 
intracelularnog koaguluma i odvojenih delova ćelije u vidu malih ekstracelularnih 
mehura (Gustafson i sar., 1998).  
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Etarska ulja mogu ispoljiti svoje antibakterijsko delovanje spreĉavanjem procesa 
transkripcije i translacije mikroorganizma. Glavna aktivna komponenta ekstrakta ĉajnog 
drveta, terpinen-4-ol, direktno utiĉe na regulaciju 10 gena S. aureus i spreĉava njihovu 
transkripciju (Cuaron i sar., 2013). Ekstrakt ĉajnog drveta dovodi do inaktivacija gena 
toplotnog šoka (dnaKor i vraSR) i poslediĉno spreĉavanje biosinteze peptidoglikana S. 
aureus. Pored toga ekstrat ĉajnog drveta speĉava transkripciju mmpL gena odgovornog 
za deobu ćelije odnosno otpornost prema razliĉitim hemijskim faktorima ukljuĉujući i 
na antibiotike, na primer aminoglikozide.  
Aktivna komponenta cinamaladehid prisutna u velikom broju etarskih ulja biljaka utiĉe 
negativno na sintezu DNK, RNK, proteina, lipida i polisaharida u bakterijskoj ćeliji, 
tako što zaustavlja respiratorni lanac, prenos elektrona i poslediĉno oksigenaciju 
supstrata (Jia i sar., 2011). Karbonil grupa cinamaldehida vezuje se za odreĊene enzime 
Enterobacter aerogenes i time spreĉava dekarboksilaznu aktivnost bakterije (Yossa i 
sar., 2012). Cinamaldehid se odlikuje antifungalnim dejstvom i dovodi do oštećenja 
ćelijske membrane kvasca Saccharomyces cerevisiae, stvarajući kanale i dovodeći do 
prekomernog isticanja metabolita i enzima iz ćelije i poslediĉno smrti. Eugenol, 
karvakrol i timol su bliske hemijske strukture, pa im je farmakološko dejstvo po svemu 
sudeći sliĉnog mehanizma. Baktericidno dejstvo karvakrola verovatno leţi u prekidanju 
kontinuiteta ćelijske membrane, s obzirom da je karvakrol lipofilna supstanca i da se 
selektivno nakuplja u tom delu bakterije (Ultee i sar., 1999). Karvakrol kod Bacillus 
cereus dovodi do potpunog gubitka intracelularnih zaliha ATP-a za 14 minuta nakon 
poĉetka delovanja. Karvakrol pri koncentraciji od 0,01mM smanjuje potencijal 
membrane B.cereus, pri 0,15mM dolazi do ireverzibilnih promena u provodljivosti 
ćelijske membrane, pri 0,25mM do promene intracelularne pH vrednosti, a pri 1mM za 
9 minuta prouzrokuje ireverzibilne promene praćene padom koncentracije kalijuma u 
ćeliji sa 12µmol/mg na 0,99 µmol/mg (Ultee i sar., 1999). U ispitivanjima 
antimikrobnog dejstva etarskog ulja origana, koje je u sebi sadrţalo 68% karvakrola i u 
koncentraciji od 500µl/ml, ustanovljen je inhibitorni efakat na sojeve S. aureus ATCC 
(American Type Culture Collection) 12692, 13301, 33591, 33593, 29213, 27659 i 
27660(Choi i sar., 2012). Aktivne komponente etarskih ulja deluju u znaĉajno niţim 
koncentracijama nego kompletna etarska ulja. Ispitivanjem delovanja aktivnih 
komponenti etarskih ulja na Salmonella enterica subsp enterica serovar Enteritidis 
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ATCC 13076 utvrĊena je njihova antibakterijska efikasnost u koncentracijima 
0,62µl/ml eugenola, 0,31µl/ml cinamaldehida, 0,156µl/ml timola i karvakrola (Ratajac i 
sar., 2008). U ispitivanju osetljivosti kliniĉkih izolata S. aureus, trans-cinamaldehid je 
ispoljio je antimikrobno dejstvo u koncentraciji od 0,1%, a eugenol, karvakrol i timol od 
0,5% (Ananda Baskaran i sar., 2009). Cinamaldehid u koncentraciji od 800ppm 
karakterisao se baktericidnom aktivnošću prema E.coli O157:H7 i Salmonella enterica 
(Yossa i sar., 2012). Izolati S. aureus, uzroĉnika mastitisa iz Brazila, odlikovali su se 
osetljivošću na etarska ulja origana i timjana u koncentraciji od 800 do 3200µg/ml, ali i 
na niţe koncentracije aktivnih komponenti datih ulja, karvakrola u koncentraciji od 200-
1600µg/ml odnosno timola od 200-800µg/ml (Dal Pozzo i sar., 2011). Hemijski sastav 
etarskih ulja u odreĊenim biljkama znaĉajno se razlikuje, a samim tim razliĉit je i 
intenzitet antimikrobnog delovanja razliĉitih serija prema Gram-negativnim i Gram-
pozitivnim bakterijama (Thormar i sar., 2011). Rod Pseudomonas, pogotovo vrsta P. 
aeruginosa, ispoljava najmanju osetljivost na delovanje etarskih ulja (Burt i sar., 2005; 
Pogany Simonova i sar., 2010). 
Osetljivost bakterija na aktivne komponente i nefrakcionisana etarska ulja ne zavisi od 
stepena rezistencije bakterija prema antibioticima, što je potvrĊeno kod izolata S. aureus 
uzroĉnika mastitisa, kod kojih nije zabeleţena razliĉita osetljivost na etarska ulja 
izmeĊu penicilin osetljivih i penicilin rezistentnih sojeva (Dal Pozzo i sar., 2011). Kako 
etarska ulja ispoljavaju efakat u subletalnim koncentracijama prema bakterijama, 
postavlja se pitanje mogućeg sinergistiĉkog dejstva etarskih ulja sa antibioticima i 
njihove simultane primene u terapiji, pogotovo infekcija uzrokovanih rezistentnim 
sojevima bakterija. 
Priroda samog delovanja etarskih ulja, i znaĉajno viša zastupljenost glikolipida u 
ćelijskoj membrani gljivica, dovodi do potentnijeg efekta na ove eukariotske 
mikroorganizme nego na bakterije, pa je antimikotiĉno dejstvo okarakterisano niţim 
MIC vrednostima (Nikolić i sar., 2014; Inouye i sar., 2007). Ovo zapaţanje se ne odnosi 
na sva etarska ulja i aktivne komponente tako da ima i suprotnih primera njihovog jaĉeg 






2.3. Toksičnost etarskih ulja 
Izreka da samo doza doprinosi da je neka supstanca otrov (Sola dosis venenum facit) 
(Paracelsus 1493–1541) moţe se primeniti i kod etarskih ulja. OdreĊeni broj ovih ulja i 
njihovih sastojaka pokazao se kao bezbedan ( generally regarded as safe - GRAS) i kao 
takvi se tradicionalno koriste u ishrani ljudi kao aromatiĉni dodaci hrane (Gutierrez i 
sar., 2009). Ali u zavisnosti od koncentracije odnosno doze pojedina etarska ulja i/ili 
njihove komponente mogu delovati iritirajuće i toksiĉno. Karvakrol se karakteriše 
antibakterijskim, antifungalnim i antikancerogenim efektom, ali pri koncentracijama 
većim od 100µg/ml smanjuje vijabilnost ljudskih limfocita (Turkez i Aydin, 2013). 
Citotoksiĉno dejstvo eugenola zavisi od ciljnog tkiva odnosno kulture tkiva koja je 
primenjivana u ispitivanju, u koncentraciji manjoj od 600µM u ćelijskoj liniji ljudskih 
fibroblasta VH10 zabeleţeno je oštećenje DNK, u Caco-2 liniji ćelija poreklom iz 
kolona uoĉene su promene manjeg intenziteta dok je toksiĉan efekat izostao kod linije 
HepG2 ćelija poreklom iz jetre (Slamenova i sar., 2009). Etarsko ulje rogaĉa Ceratonia 
soliqua koji je sadrţao 2,07% terpena ispoljilo je selektivni afinitet prema tumorskim 
ćelijama uz slabi citopatogeni efekat prema normalnim ćelijama (Hsouna i sar., 2011). 
Timol i karvakrol usled svog antioksidativnog, antiinflamatornog i antiapoptiĉkog 
dejstva ispoljavaju pojedinaĉno ili sinergistiĉki nefroprotektivni efekat (Em i sar., 
2014). Poznato je da primena lekovitih biljaka, samim tim njihovih etarskih ulja i 
aktivnih komponenti, moţe dovesti do alergijskog dermatitisa kod ljudi pa prilikom 
upotrebe ovih sastojaka treba primeniti adekvatne zaštitne mere. Na osnovu većeg broja 
radova i praćenja procenata preţivljavanja ćelija moţe se zakljuĉiti da su najveći stepen 
citotoksiĉnosti odnosno negativnog efekta prema eukariotskim ćelijama pokazali 
etarsko ulje timijana, a zatim karvakrol i timol ĉija je vrednost minimalne inhibicije 
50% ćelija (IC50) iznosila manje od 0,5µl/ml podloge. Za razliku od njih eugenol 
pokazuje malu inhibiciju rasta ćelija sa IC50 vrednostima izmeĊu 0,5 µl/ml i 1µl/ml 
podloge. Na BEND ćelijskoj liniji poreklom od endometrijuma krave utvrĊen je sledeći 
redosled neškodljivosti aktivnih komponenti ispitivanih etarskih ulja: mentol > eugenol 
> timol > karvakrol. UporeĊujući sa ispitivanjima na drugoj ćelijskoj liniji MDBK, 
Madin Darby ćelije bubrega goveda, dobijeni rezultati su bili sliĉni, sa redosledom 
netoksiĉnosti aktivnih komponenti: mentol > eugenol > karvakrol > timol. Redosled 
komponenti etarskih ulja, od onih koje imaju snaţnu antibakterijsku aktivnost, a pritom 
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imaju nisku citotoksiĉnost, izraţen kroz koliĉnik IC50 / MIC od većeg ka manjim, za 
ćelijsku liniju BEND: timol, karvakrol, eugenol i mentol, dok je za ćelijsku liniju 
MDBK nakon ekspozicije od 24 ĉasa: eugenol, karvakrol, mentol i timol (Ratajac, 
2013). Etarsko ulje origana (La Fitta Viva, Leskovac Srbija) sadrţi upozorenje da nije 
za primenu na ţivotinjama, pogotovo na maĉkama.  
Citotoksiĉna aktivnost etarskih ulja i njihovih aktivnih komponenti u uslovima in vitro, 
daju samo pretpostavku citotoksiĉnog dejstva in vivo, jer ni transport niti 
biotransformacija aktivnih materija nisu identiĉni u kulturama ćelija i ţivotinjskom 
organizmu. Većina modela kultura ćelija ima jedan sloj ćelija koji se dovodi u direktan 
kontakt sa ispitivanom komponentom u hranljivoj podlozi i inkubira do 96 ĉasova, što 
je malo verovatno da se moţe dogoditi in vivo (Ratajac, 2013). 
2.4. Mastitis krava 
Mastitis ili upala vimena je bolest poznata kod svih domaćih ţivotinja sisara i 
predstavlja ĉest problem koji se javlja u intenzivnoj stoĉarskoj proizvodnji. Krave sa 
upalom vimena daju manje mleka, lošijeg kvaliteta, koje osim što nije bezbedno za 
ishranu ljudi, ĉesto nije pogodno ni za preradu. Mastitis u uţem smislu je definisan kao 
zapaljenje mleĉne ţlezde koje je rezultat dejstva patogenih mikroorganizama (Hermans 
i sar., 2004; Heldman, 2005). Šteta koja nastaje leĉenjem, odbacivanjem mleka u 
periodu karence i pratećom negom dovodi do smanjene rentabilnosti proizvodnje i 
onemogućava postizanje potrebnog broja laktacija. Mastitisi najĉešće nastaju u prvim 
mesecima nakon telenja i preteţno oboljevaju visokomleĉne krave (McDougall i sar., 
2009). Kod ţivotinja mastitis najĉešće izazivaju razliĉite bakterije, u 95 – 98% 
sluĉajava, dok su drugi infektivni agensi (gljivice, alge i virusi) od manjeg znaĉaja. Od 
kontagioznih bakterijskih uzroĉnika mastitisa najznaĉajniji su S. aureus, Strep. 
agalactiae, Strep. uberis, Mycoplasma spp. i Corynebacterium bovis (Hillerton i Berry, 
2005). Preko trideset godina posebno se istiĉu S. aureus i S. agalactiae kao zarazni 
patogeni koji se odlikuju brzim širenjem u stadima dovodeći do velikog broja inficiranih 
ĉetvrti (Philpot, 1979). Trenutno u svetu S. aureus je najĉešće izolovani patogen kod 
supkliniĉkih i hroniĉnih mastitisa krava (Nielsen, 2009, Tiezzi i sar., 2015). Literaturni 
podaci o udelu intramamarnih infekcija vimena prouzrokovanih S. aureus vrlo variraju 
usled rasnog sastava, razliĉitih uslova, nege i zdravstvene kontrole farmi. U Kini S. 
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aureus je treći najzastupljeniji uzroĉnik mastitisa, izolovan iz 41% obolelih krava 
(Cheng i sar., 2010) Prema stratifikovanom uzorku u Kanadi utvrĊeno je prisustvo S. 
aureus kod 74% stada, odnosno 40% muznih grla (Olde Riekerink i sar., 2010). U 
Nemaĉkoj drţavi Hesen, prevalencija mastitisa se kreće od 0% do 68% krava u laktaciji 
na razliĉitim farmama, odnosno od 0% do 27% ĉetvrti u laktaciji (Sommerhäuser i sar., 
2003). U Iranu, iz uzoraka mleka krava obolelih od mastitisa, od stafilokoka najĉešće su 
izolovani: S. aureus (44,44%), zatim S. hyicus (22.22%) i S. intermedius (5.55%) 
(Ebrahimi i Taheri, 2009). U našem regionu supkliniĉki mastitisi su u MaĊarskoj 
utvrĊeni kod 57,63% ĉetvrti u laktaciji, a prisustvo S. aureus kod 10% muznih krava 
(Janosi i Baltay, 2004).  
Podaci o prevalenciji mastitisa u Srbiji uzrokovanih S. aureus variraju u zavisnosti od 
biosigurnosnih i zootehniĉkih mera na farmama muznih krava. U Srbiji od koagulaza 
pozitivnih stafilokoka S. aureus predstavlja najĉešću vrstu uzoĉnika mastitisa goveda 
prisutnog kod 88% sluĉajeva, a pored njega poslednjih godina su dokazani 
S.intermedius i S.hyicus (Rajic Savic i sar., 2014). Oko 30% krava u mleĉnim stadima 
tokom ţivota oboli od nekog oblika mastitisa. Kliniĉka forma mastitisa je retka i 
obuhvata od 3 do 5% stada (Vakanjac i sar., 2010). U zavisnosti od menadţmenta stada 
i uslova drţanja prevalencija mastitisa uzrokovanih S. aureus kreće se u rasponu od 
10,94% do 15% krava sa u formi kliniĉkog i subkliniĉkog mastitisa (Hristov i sar., 
2005). Opisana je u Srbiji pojava mastitisa prouzrokovanog S. aureus kod 53% grla u 
zapatu, ali na samoj farmi nisu sprovedene adekvatne mere prevencije (Magaš i sar., 
2013). Moţe se smatrati da je broj obolelih grla od mastitisa prouzrokovanih S. aureus u 
rasponu od 19% do 40% ukupnog broja mastitisa (Vakanjac i sar., 2008). Prisustvo 
koagulaza pozitivnih stafilokoka u vimenu ne znaĉi nuţno i mastitis. U vimenu se moţe 
uspostaviti latentna infekcija, kada data jedinka predstavlja stalni izvor infekcije za 
ostale zdrave krave, a infekcija moţe da se kasnije razvije u kliniĉki manifestan mastitis 
(Rajić Savić, 2014). 
Mastitis je multifaktorijalno oboljenje i didaktiĉki se faktori nastanka oboljenja mogu 
podeliti u sledeće klase (Thrusfield, 2007): 
 Predisponirajući faktori, faktori koji povećavaju prijemĉivost ţivotinje kao što 
su: godine starosti, imunološki status, graĊa sisa i vimena;  
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 Olakšavajući faktori pojave bolesti (smeštaj - nehigijenski uslovi drţanja, 
mokra, prljava, prašnjava i zagaĊena prostirka, neĉista štala, hladan betonski 
leţaj, promaja, napajanje ledenom vodom; ishrana - smrznuta hrana, plesnivo 
seno; muţa – neadekvatna muzna tehnologija, nepravilna ruĉna muţa pri 
izmuzavanju); 
 Uzroĉnik: infektivni agensi svojim stepenom patogenosti tj. virulencom i 
faktorima virulence definišu pojavu i tok infekcije;  
 Pojaĉavajući faktori koji pogoršavaju bolest kao što su: konstantno izlaganje 
patogenima pri supresiji imunog sistema, nedezinfikovana muzna oprema i nagle 
promene spoljašnje temperature. 
Povoljne uslove za nastajanje mastitisa predstavlja slabo zdravstveno stanje, odnosno 
oslabljena otpornost organizma, do ĉega najĉešće dovode razliĉite bolesti ili greške u 
ishrani krava, zatim hladnoća, vlaga, loši podovi u staji, prljava prostirka, nepravilna 
mašinska muţa, ruĉna muţa savijenim palcem koja dovodi do nagnjeĉenja sisnog 
kanala, razliĉite povrede vimena i dr. Lošom dezinfekcijom se dozvoljava umoţavanje 
bakterija i njihova kolonizacija unutar mleĉne ţlezde na površini mleĉne cisterne, 
kanalima i samoj alveoli. Nepotpuno izmuzanje i zadrţavanje mleka u vimenu pogoduje 
nastajanju upale vimena. Bakterije prodiru u vime preko sisnog kanala ĉemu doprinosi i 
zadrţavanje mleka na vrhu samog kanala. Razliĉite uroĊene ili nasledne nepravilnosti u 
graĊi papile (uvuĉeni i tanjirasti vrh papile, prevelike ili premale papile, kao i 
prekobrojne papile - pasise) i graĊi vimena (stepeniĉasto vime, kozije vime, slabo 
vezano vime uz struk, širina mleĉnih kanala i dr.), oštećen sisni kanal ili Fistenbergova 
(Fürstenberg) rozeta predisponiraju pojavu infekcije.  
Usled neadekvatne muţe ili traume vimena nastaju mikrolezije i eksponiraju se 
molekuli meĊućelijske supstance. Za ove molekule se mogu priljubiti odreĊene 
bakterije, koje nakon umnoţavanja mogu prodreti dublje u tkivo. Izolovan S. aureus u 
sluĉajevima mastitisa krava moţe da se veţe sa fibronektin, fibrinogen, laminin i 
razliĉite tipove kolagena in vitro (Zecconi, 2010). Tokom umoţavanja bakterija, pre 
svega S. aureus, u vimenu stvaraju se citotoksiĉne materije koje dovode do patoloških 
promena praćenih reakcijom uroĊenog imuniteta ukljuĉujući infiltraciju neutrofilnih 
granulocita i inflamacijom. Agregacija neutrofilnih granulocita i otpuštanje medijatora 
zapaljenja i drugih produkata dovodi do pojave ,,krpica‖ u mleku i interalveolarnog 
19 
 
edema. Nastali mešoviti agregati mogu da dovedu do zapušenja mleĉnog kanala i time 
do staze mleka i poslediĉne involucije lobusa mleĉne ţlezde (Hermans i sar., 2004). 
OsloboĊeni citokini stimulativno deluju na fibroblaste, makrofage i limfocite i otpoĉinju 
reparacioni procesi i buja intraalveolarno vezivno tkivo. Bakterije perzistiraju u alveoli i 
kanalima i intermitentno se izbacuju u mleĉnu cisternu. Naglo umnoţavanje S. aureus 
moţe dovesti do pojave gnoja u mleku i apscesa u mleĉnoj ţlezdi. Terapijski neuspeh 
leĉenja je ĉešći kod grla kod kojih je mastitis prisutan u više ĉetvrti, i kod kojih je 
preporuka da se zbog visokog rizika od rekurentnih infekcija upute na ekonomsko 
iskorišćavanje.  
Prema formi bolesti mastitis moţe biti kliniĉki i supkliniĉki. Kod kliniĉkog mastitisa su 
manifestne promene kod ţivotinje, mleĉne ţlezde ili mleka a sama infekcija protiĉe u 
akutnom ili reĊe u perakutnom toku. Kod supkliniĉkog mastitisa izostaju kliniĉki 
vidljive promene, mleko je blago promenjeno u sastavu i postoji blagi odgovor 
organizma na prisustvo mikroorganizama, pa se dijagnostikovanje vrši indirektno, 
pomoću testova kao što su: utvrĊivanje broja somatskih ćelija, elektroprovodljivost 
mleka, sadrţaj NaCl, koncentracija C reaktivnog proteina, medijatora zapaljenja, itd.  
Kliniĉki mastis prouzrokovan S. aureus moţe varirati od blagog toka do perakutnog gde 
se javlja gangrena i ozbiljan poremećaj opšteg stanja. U nekim zapatima mastitis 
prouzrokovan S. aureus se širi brzo i zahvata visok procenat muznih grla, dok u drugim 
zapatima infekcija se širi sporo, stagnira i ograniĉena je samo na odreĊena grla, što pre 
svega zavisi od faktora virulencije dominantnog klona S. aureus (Sommerhäuser i sar., 
2003). Razlog za veliku rasprostranjenost intramamarnih infekcija izazvanih S. aureus 
je povezan sa karakteristikama ove bakterije kao i generalnog nerazumevanja 
epidemiologije zaraze koja vodi do neefikasnih mera kontrole (Zecconi, 2010). Mere 
kontrole treba da obuhvate mnogo razliĉitih aspekata i nije ih moguće uvek pokriti sve 
odjednom. U cilju kontrole mastitisa primenjuju se i fiziĉko odvajanje junica od starijih 
krava kao i zabrana napajanja teladi mlekom krava koje imaju mastitis (McDougall i 
sar., 2009). 
Glavni cilj epidemioloških istraţivanja je da se identifikuju rezervoari specifiĉnih 
patogena i putevi infekcije. U odnosu na epidemiološke karakteristike, izazivaĉi 
mastitisa podeljeni su u dve glavne grupe: patogeni sa glavim rezervoarom u inficiranim 
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ĉetvrtinama vimena i patogeni iz okruţenja koji se mogu naći u okolini u kojoj krave 
borave (Sommerhäuser i sar., 2003; Zecconi, 2010).  
Za razliku od stada gde se S. aureus brzo širi inficirajući veliki broj ţivotinja, postoje i 
stada gde se odlikuje malom tendencijom širenja. Samo širenje infekcije u najvećoj meri 
zavisi od biotipa odnosno dominantnog klona S. aureus u stadu (Sommerhäuser i sar., 
2003; Xu i sar., 2008). Uĉestalost infekcije vimena krava je najveća u poslednoj trećini 
graviditeta, a prevalencija pojave mastitisa je veća kod junica nego kod krava (Barkema 
i sar., 2006; McDougall i sar., 2009). U borbi protiv mastitisa odnosno kod adekvatnog 
izbora preventivnih i kontrolnih mera kljuĉno je identifikovati faktore koji dovode do 
oboljenja (Dohoo i sar., 2003). Dobar menadţment farme ili primena efikasne terapije 
ublaţavaju negativne efekte jednog ili više faktora rizika, i time smanjuju pojavu i 
uĉestalost mastitisa u stadima (Zecconi, 2010).  
Stoĉarska proizvodnja u oblasti mlekarsta u Srbiji, suoĉava se sa velikim izazovima na 
rastućem meĊunarodnom trţištu (CAP EU). Pripreme za ukidanje kvota za proizvodnju 
mleka u Evropskoj uniji su otpoĉele 2010. godine (European Commision, 2010) i od 
01.04.2015. proizvodnja mleka je u potpunosti liberalizovana. U Republici Srbiji jedino 
ekonomski odrţiva proizvodnja mleka u novonastalim okolnostima moţe da izdrţi nalet 
uvoza sirovog mleka i mleka u prahu iz zemalja EU. Optimizacija troškova proizvodnje 
je neohodan uslov za odrţivost farmi mleĉnih grla. Da bi se postigla neophodna 
isplativost, moraju se sagledavati troškovi koji mogu nastati usled smanjenja 
proizvodnje, troškova veterinarskih usluga i povećanog remonta stada (Nielsen, 2009).  
Tokom 2007.godine, je uĉestalost leĉenih grla od kliniĉkog mastitisa iznosila 16% u 
Švedskoj. Bolesti vimena ukljuĉujući defekte u graĊi vimena sa poslediĉnim visokim 
brojem somatskih ćelija u mleku su najznaĉajniji razlog povlaĉenja grla iz proizvodnje u 
Švedskoj. Od ukupnog broja grla iskljuĉenih iz proizvodnje 26% mleĉnih grla je bilo 
usled bolesti vimena, a 10% usled poremećaja vimena i visokog broja somatskih ćelija u 
mleku (Swedish Dairy Association, 2008) (Nielsen, 2009). Prevalencija mastitisa je 
verovatno i veća jer mnogi proizvoĊaĉi interno prate broj somatskih ćelija u mleku i 
pristupaju leĉenju bez zvaniĉnog obaveštavanja.  
Prevencija mastitisa zahteva dodatne troškove, ulaganja u struĉne konsultacije, lekove i 
veterinarsku sluţbu. Dodatni troškovi proizvodnje moraju da obezbede bolju 
rentabilnost farme i poboljšanje randmana mleka po grlu (kvantitativno i kvalitativno). 
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Informisanje o troškovima i izgubljenoj dobiti je od suštinskog znaĉaja za razumevanje 
problema i donošenja adekvatnih odluka u menadţmentu stada. Ekonomske štete 
izazvane mastitisima i upravljanje proizvodnjom koja ukljuĉuje leĉenje obolelih ĉetvrti, 
povlaĉenje grla iz proizvodnje, odbacivanje mleka dovodi do povećanja cene 
proizvodnje mleka i smanjenja rentabilnosti (McDougall i sar., 2009).  
2.5. Rod Staphylococcus i vrsta Staphylococcus aureus  
2.5.1. Istorijat i osnovne karakteristike 
Naziv Stafilokok (Staphylococcus – lat) je prvi upotrebio Ogston 1883. godine. On je 
ovim pojmom opisao grupu mikrokoknih bakterija koje izazivaju upalne i gnojne 
procese. Prvi je i diferencirao, prema izgledu na mikroskopskim preparatima, dva tada 
poznata tipa piogenih koka na grupu koja se na rasporeĊuje u mase nalik na grozdove i 
nazvao ih stafilokoke (Staphylococcus) i na grupu koja formira lance – Bilrotove 
Streptokoke (Streptococcus). Formalan opis roda Staphylococcus je uradio Rosenbah 
(1884), podelivši ovaj rod u dve vrste S. albus i S. aureus.  
Nakon ispitivanja biohemijskih reakcija i odnosa prema domaćinu, Flug je 1886. 
godine, izdvojio rod Micrococcus. Primetio je da stafilokoke razmekšavaju ţelatin i da 
su patogene, dok su mikrokoke saprofitne i varijabilno deluju na ţelatin. Rodovi 
Staphyloccocus, Micrococcus i Planococcus su svrstani u familiju Micrococcaceae na 
osnovu pozitivne reakcije sa vodonik peroksidom – katalaza testa. Sredinom 1960-tih 
godina pronaĊeno je da je odnos guanina i citozina u DNK stafilokoka 33-40mol% 
(Götz i sar., 2006). Sve do sredine sedamdesetih godina pripadici roda Staphylococcus 
su bili podeljeni u tri vrste: koagulaza pozitivni S. aureus, i koagulaza negativne S. 
epidermidis i S. saprophyticus (Götz i sar., 2006).  
Prema sposobnosti da koagulišu plazmu kunića (koagulaza test) dugo su razvrstavane 
kao patogene i nepatogene (Salle, 1967), a danas ta podela sve više gubi na znaĉaju jer 
su ustanovljene i patogene koagulaza negativne vrste ovog roda (Smeltzer i Beenken, 
2013). Koagulaza pozitivne vrste su S. aureus, S.intermedius, S.pseudintermedius, 
S.delphini, S.schleiferi i S.hyicus. Dugo je S.schleiferi svrstavan u koagulaza negativne 
bakterije dok 1990. godine nije pronadjen koagulaza pozitivan soj iz uha psa. Tada ova 
vrsta razdvojena u dve podvrste S.schleiferi coagulans koja je koagulaza pozitivna i S. 
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schleiferi schleiferi koja je koagulaza negativna (Hermans i sar., 2004). MeĊusobna 
diferencijacija pripadnika roda Staphylococcus se moţe vršiti: prema fenotipskim 
osobinama (fermentacija ugljenih hidrata i iskorišćavanje razliĉitih supstrata) i prema 
genotipskim razlikama na osnovu graĊe razliĉitih seminkonzervativnih gena kao što su: 
gen za 16S RNK, nuc, sodA i hsp60 (Sasaki i sar., 2007; Sasaki i sar., 2010).  
Rod Staphylococcus se dopunjuje novim opisima vrsta, pa je prema Götz i saradnicima 
obuhvatao 36 vrsta 2006. godine, prema Quinn i saradnicima  43 vrste 2011. godine, a 
danas broji 52 opisane vrste (http://web.horde.org/bacterio.cict.fr).  
U zavisnosti od vrste i virulencije soja kao i predispozicije domaćina, Staphylococcus 
spp kod domaćih ţivotinja i ljudi prouzrokuje: 
 Gnojna i septikemiĉna oboljenja 
 Gnojne procese na koţi, potkoţnom tkivu i sluznicama, apcese 
 Mastitise – infekciju mleĉne ţlezde 
 Sistemske infekcije. 
Tri najznaĉajnije patogene vrste kod domaćih ţivotinja su S. aureus, S. 
pseudintermedius i S. hyicus. 
Tipiĉni izolati S. aureus u veterinarskoj medicini, uzrokuju infekcije svih vrsta sisara. 
Kod krava prouzrokuje mastitis i impetigo, kod ovaca mastitis, pijemiju, folikulitis i 
dermatitis, kod koza mastitis i dermatitis, kod svinja botriomikozu, mastitis i impetigo, 
kod konja botriomikozu i mastitis, kod pasa i maĉaka gnojne infekcije, kod ţivine 
artritis i septikemiju ćuraka, odnosno bolest bumbarove noge i omfalitis kod kokošaka. 
Kod svih vrsta ţivotinja S. aureus predstavlja veoma znaĉajnog uzroĉnika neonatalih 
septikemija i infekcija rana.  
S. pseudintermedius kod pasa dovodi do piodermije, endometritisa, cistitisa, otitis 
eksterne i drugih gnojnih procesa. Kod maĉaka S. intermedius moţe prouzrokovati 
razne gnojne procese.  
S.hyicus izaziva eksudativni epidermitis i arthritis svinja.  
Kod zdravih, imunokompentnih ţivotinja, bakterije roda Staphylococcus ukljuĉujući S. 
aureus kolonizuju koţu, intestinalni trakt i nazofarinks što po pravilu protiĉe bez 
simptoma. Široka rasprostranjenost i nalaz na koţi, sluznicama i adneksima koţe, 
ukazuje da su Staphylococcus vrste sastavni deo normalnog mikrobioma ţivotinja i ljudi 
(Manian, 2003; Frank i sar., 2003; Juhász-Kaszanyitzky, 2007).  
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Faktori virulencije kojima raspolaţu stafilokoke ukljuĉujući i S. aureus u odreĊenim 
situacijama dovode do proboja imunološke zaštite i do nastanka, oportunistiĉkih 
infekcija. Ovi patogeni mikroorganizmi su odgovorni za veliki broj patoloških stanja, 
poĉev od infekcija koje potencijalno mogu biti opasne po ţivot, kao što su septikemija i 
toksiĉni šok sindrom, do alimentarnih oboljenja.  
S. aureus i S.epidermidis mogu da kolonizuju razna medicinska sredstva – aparate, 
adheriranjem na površine i formiranjem biofilma postaju slabije osetljivi na antibiotike i 
dezinficijense (Arciola i sar., 2012). Stafilokoke zbog sposobnosti formiranja biofilma, 
predstavljaju veoma znaĉajne uzroĉnike infekcija u bolnicama, koje se dovode u vezu sa 
upotrebom medicinskih aparata i instrumenata (Farran i sar., 2013).  
Kada se posmatra bolniĉko okruţenje, glavni kliniĉki problem su sojevi S. aureus koji 
se odlikuju rezistencijom na meticilin (MRSA). Ovaj problem se usloţnjava ĉinjenicom 
da MRSA, pored rezistencije na sve β laktamske antibiotike (osim pojedninih 
cefalosporina sa anti-MRSA aktivnošću kao što su ceftarolin i ceftobiprol), moţe da 
poseduje i gene rezistencije na druga antimikrobna sredstva. Ovakva evolucija ove 
patogene bakterije je dovela do toga da postoje izolati koji su rezistentni prema 
celokupnoj paleti antimikrobnih sredstava. (Hermans i sar., 2004).  
Bakterije roda Staphylococcus se karakterišu okruglim oblikom (koke), veliĉinom od 
0,5-1,5μm i pozitivnim bojenjem po Gramu. Deoba se vrši u više ravni, zbog ĉega se na 
preparatima u svetlosnoj mikroskopiji uoĉavaju najĉešće u grupacijama u obliku 
grozdova, mada mogu biti pojedinaĉne, u parovima, u kraćim lancima ili u obliku 
tetrada. Bojenje treba vršiti na mlaĊim kulturama (18-24h), jer u starijim se mogu 
obojiti negativno po Gramu. Pripadnici roda Staphylococcus su oksidaza negativni 
izuzev S. lentus, S. sciuri i S. vitulus. Sve vrste su katalaza pozivne osim S. aureus susp. 
anaerobius i S. saccharolyticus, jedine dve vrste striktnih anaeroba u ovom rodu. Sve 
ostale vrste su aerobni i fakultativno anaerobni mikroorganizmi.  
Dobar rast na većini uobiĉajnih hranljivih podloga je odlika bakterije S. aureus. Na 
agaru sa dodatkom ovĉje ili goveĊe krvi, u koliĉini od 5%, stvara dvostruku (target) 
hemolizu. Na agaru formiraju kolonije veliĉine 1 – 2mm, okrugle, glatke, neprozirne, 
sjajne i konveksne nakon inkubacije od 18 – 24 ĉasa. Nakon produţene inkubacije 
veliĉina kolonije moţe biti preko 4mm. Neke Staphylococcus vrste se odlikuju 
stvaranjem karotenoidnog pigmenta, tako da je većina kolonija S. aureus izolovanih od 
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ljudi zlatno ţuto boje (aurum, lat. - zlato), dok su kolonije vrsta S. hyicus i S. 
intermedius, koje nemaju ovaj pigment, bele boje. 
2.5.2. Rasprostranjenost, otpornost i faktori virulencije 
Stafilokoke su omnitropni, široko rasprostranjeni mikroorganizmi u prirodi. Prisutne su 
u vodi, zemlji, prašini i vazduhu (Van der Zee i sar., 2013; Okesola, 2011) Kao 
komensali prisutni su na koţi i sluzokoţama ljudi i ţivotinja, na gornjim delovima 
respiratorog trakta i niţim delovima urogenitalnog trakta. Primarni habitat S. aureus su 
nazofarinks i koţa ljudi i ţivotinja, koji i predstavljaju najznaĉajniji rezervoar i izvor 
infekcije (Okesola, 2011) Pojedine vrste ovog roda pokazuju selektivan afinitet prema 
odreĊenim ţivotinjskim vrstama. Stafilokoke su otporne na sušenje tako da se u prašini i 
raznim predmetima mogu dugo odrţati. Kao odraz adaptacije na stresogenu sredinu 
mogu formirati biofilm. Otporne su na visoke koncentracije kuhinjske soli (NaCl) i 
šećera što je iskorišćeno za pripremu selektivnih podloga koje sadrţe i do 10% NaCl. 
Ova osobina omogućava im da se dugo odrţe u slanim i slatkim namirnicama i da u 
njima produkuju toksine. Temperatura od 60
o
C ih uništava za jedan sat, dok neke vrste 
mogu duţe vreme opstati na temperaturi od 80
o
C (Quinn i sar., 2011). Faktori 
virulencije se didaktiĉki dele na faktore fiziĉki povezane sa ćelijom i na egzotoksine i 
egzoenzime (šema 1).  
 
Šema 1. Šematski prikaz faktora virulencije S. aureus (Lowy, 1998) 
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Kod kliniĉki najznaĉajnije vrste stafilokoka kod ljudi i ţivotinja S. aureus faktori 
virulencije se prema funkciji mogu podeliti na (Gordon i Lowy, 2008): 
a) faktore koji omogućavaju vezivanje (koagulaza-klamping faktor, proteini 
vezivanja fibrinogena (fibronectin-binding proteins), kolagena i sijaloproteina 
kosti (sialoprotein-binding protein).  
b) faktore koji omogućavu opstanak S. aureus (intracelularni opstanak, stvaranje 
specifiĉnih ,,malih‖ kolonija i formiranje biofilma). 
c) faktore koji uĉestvuju u izbegavanju i/ili uništavanju odbrambenih mehanizama 
domaćina (leukocidini (Panton - Valentin leukocidin PVL), γ-toksin/hemolizin, 
kapsularni polisaharidi, protein A, protein inhibicije hemotakse (chemotaxis 
inhibitory protein of staphylococci CHIPS), ekstracelularni protein prijanjanja 
(extracellular adherence protein EAP) i modulini rastvroljivi u fenolu. 
d) faktore koji uĉestvuju u prodiranju u tkivo (proteaze, lipaze, nukleaze, 
hijaluronat lijaza, stafilokinaza, fosfolipaza C i elastaze - metaloproteinaze). 
e) faktore koji dovode do intoksikacije i/ili nastanka sepse (enterotoksini, toksiĉni 
šok sindrom toksin 1 (TSST-1), eksfolijativni toksini A i B, - α hemolizin, 
peptidoglikan i lipoteihoiĉna kiselina). 
f) faktore sa nerazjašnjenom ulogom u virulenciji (koagulaza, mobilni element 
katabolizma arginina (arginine catabolic mobile element ACME), bakteriocin.  
 
Protein A se nalazi na površini bakterijske ćelije, vezuje Fc region antitela IgG klase i 
time narušava orijentaciju IgG molekula i poslediĉno onemoguća opsonizaciju i 
fagocitozu (Götz i sar., 2006). Vezujući deo proteina A se nalazi na njegovom N kraju 
koji je izloţen na površini bakterijske ćelije (Lowy, 1998). Tipiziranjem gena koji 
kodira protein A dobijaju se spa tipovi znaĉajni za epidemiološke i epizootiološke 
analize prisustva i širenja S. aureus, a sam polimorfizam proteina A se primenjuje u 
svrstavanju izolata u odreĊene srodne grupe - klastere (Zecconi i sar., 2006). Kapsularni 
polisaharid spreĉava vezivanje antitela za stafilokoke i indukuje oslobaĊanje citokina od 
strane monocita, epitelnih i endotelnih ćelija (Götz i sar., 2006). 
Ćelijski zid stafilokoka saĉinjen je preteţno od peptidoglukana koji se sastoji od 
naizmeniĉno β 1,4 vezanih N-acetilglukozamin i N-acetilmuraminske kiseline. Lanci 
acetilizovanih glukana popreĉno su povezani tetrapeptidnim lancima kao i 
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pentaglicinskim mostom koji je specifiĉan za S. aureus (Lowy, 1998). Peptidoglukan 
moţe ispoljiti aktivnost sliĉnu endotoksinu, stimulišući otpuštanje citokina iz 
makrofaga, aktivaciju komplementa i nakupljanje trombocita.  
Postoji 11 razliĉitih tipova polisaharidnih mikrokapsula koji su prisutni kod S. aureus. 
Najveći broj meticilin rezistentnih S. aureus (MRSA) poseduje kapsulu tipa 5 (Lowy, 
1998). MeĊu prvim primenjenim vakcinama kod muznih grla u kontroli mastitisa bila je 
inaktivisana vakcina pripremljena od S. aureus kapsularnog tipa A i B (Zecconi, 2010). 
Peptidoglukan i lipoteihoiĉna kiselina se smatraju za vaţne faktore virulencije S. 
aureus. Zajedniĉki ova dva faktora mogu dovesti do pojave šoka, mada niti izolovana 
lipoteihoiĉna kiselina niti peptidoglukan samostalno ne dovode do datog simptoma na 
modelu pacova (Götz i sar., 2006). Adhezini su molekuli koje ove bakterije mogu 
eksprimirati na svojoj površini i tako omogućavaju ili poboljšavaju vezivanje sa 
proteinima tkivne meĊućelijske supstance kao što su fibronektin, laminin, vitronektin i 
kolagen. Neki sojevi vezuju i fibrinogen što se fenotipski moţe utvrditi klamping 
(clumping) testom. Posedovanje ovog faktora virulencije olakšava bakteriji vezivanje za 
tkivo oštećeno traumom (Götz i sar., 2006).  
Koagulacija plazme kunića je uslovljena sa dva enzima: vezanom i slobodnom 
koagulazom, odnosno klamping faktorom (eng. clumping) i koagulazom u uţem smislu. 
Klamping faktor spada u familiju adhezina, dok koagulaza u uţem smislu vezuje 
protrombin domaćina i formira kompleks stafilotrombin. Proteazna aktivnost ovog 
kompleksa pretvara fibrinogen u fibrin. Bakterije ovog roda okruţene fibrinom na 
svojoj površini ili u neposrednoj okolini izbegavaju fagocitozu. Gen koji kodira 
koagulazu (coa) odlikuje se manjim promenama sekvence i njegov polimorfizam moţe 
se koristiti za diferencijaciju izolata u okviru iste vrste što daje vredne podatke u 
epizootiološkim i epidemiološkim studijama (Gharib i sar., 2013; Kalorey i sar., 2007). 
Lipaza i FAME (fatty acid metabolising enzyme) imaju negativan efekat na imuni 
odgovor. U sklopu reakcije na infekciju, makroorganizam moţe produkovati supstance 
koje sadrţe lipide i masne kiseline, a imaju ulogu deterdţenta i surfaktanta i tako 
onemoguće prijanjanje bakterija (Götz i sar., 2006). TakoĊe nije iskljuĉeno da ovim 
putem bakterije dolaze do dela hranljivih sastojaka. Hijaluronidaza i hijaluronliaza su 
enzimi koji razgradnjom hijaluronske kiseline olakšavaju širenje stafilokoka sa 
primarnog mesta infekcije, pojaĉavaju njihovu invazivnost predstavljajući vaţan faktor 
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virulencije (Götz i sar., 2006). I proteaze doprinose stepenu patogenosti stafilokoka, a 
najbolje opisana je V8 proteaza koja vezuje i inaktiviše IgG antitela in vitro, razgraĊuje 
protein vezivanja fibronektina i pospešuje širenje bakterija u tkivo. Druge proteaze 
inaktivišu odbrambene produkte ćelija makroorganizma kao što su defenzini 
neutrofilnih granulocita. 
Fenotipsko dokazivanje sposobnosti Staphylococcus vrsta da razgraĊuju DNK se vrši na 
DNK agaru. Gen koji kodira formiranje termostabilne nukleaze (nuc) javlja se u više 
razliĉitih formi i kao takav se moţe koristiti za diferencijaciju razliĉitih vrsta u okviru 
roda Staphylococcus (Sasaki i sar., 2010). Termostabilna nukleaza se proizvodi u 
bakterijama pre poĉetka stvaranja enterotoksina, pa moţe da se koristi u nadzoru 
higijenske ispravnosti namirnica kao indikator prisustva enterotoksogenih sojeva S. 
aureus u hrani (Heldman, 2005). Nedostatak ove metode ispitivanja je u tome što oko 
4% sojeva Enterococcus spp., izolovanih iz mleka i proizvoda od mleka, imaju 
sposobnost stvaranja termostabilne nukleaze. Prisustvo nukleaza je potvrĊeno i kod 
S.epidermidis i kod više Micrococcus vrsta ali one nisu termostabilne (Heldman, 2005).  
Enterotoksini i TSST-1 su toksini koji imaju superantigensku aktivnost. Enterotoksini 
dovode do intoksikacije ljudi nakon konzumiranja kontaminirane hrane. Razlikuje se 
sedam razliĉitih tipova enterotoksina koji dovode do povraćanja, proliva i akutne 
inflamacije sluzokoţe ţeluca i tankih creva ne samo kod ljudi već i kod ţivotinja. 
Ukoliko TSST-1 prodre u cirkulaciju dolazi do stimulacije T limfocita i burnog 
oslobaĊanja citokina. Na korelaciju nalaza termostabilne nukleaze i enterotoksina 
ukazao je Heldmana, koji je kod 250 enterotoksogenih sojeva stafilokoka dokazao 
prisustvo nukleaze kod 242 soja (95%) (Heldman, 2005). Termostabilna nukleaza S. 
aureus se moţe koristiti u detekciji enterotoksogenih sojeva bakterija koje su uništene 
visokom temperaturom, bakteriofagima, hemikalijama i kada su prisutne L forme.  
Mleko kontaminirano stafilokokama je potencijalni rizik po zdravlje potrošaĉa, a 
trovanja enterotoksinima stafilokoka su na ĉetvrtom mestu najĉešćih trovanja hranom 
2008. godine u EU (EFSA i ECDC, 2013; Imani i sar., 2010). Hrana koja se dovodi u 
vezu sa stafilokoknim trovanjima je hrana bogata proteinima, koja se proizvodi u 
zanatskim uslovima, kod kojih je proces proizvodnje praćen manuelnom obradom 
proizvoda, ĉesto u kombinaciji sa neadekvatnim termiĉkom obradom i ĉuvanjem hrane 
(Cusato i sar., 2013; Ropkins i sar., 2003). Meki sirevi domaće radinosti koji se prodaju 
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na pijacama u Srbiji nose relativno mali rizik po potrošaĉa u smislu enterotoksina 
poreklom od stafilokoka. Sa 17 pijaca, od 555 uzoraka mekih sireva, koagulaza 
pozitivne stafilokoke izolovane su u 168 (30,27%) sireva, gen za enterotoksin imalo je 
26 (5,2%) i to svi SEA tipa, a sam enterotoksin je potvrĊen u jednom uzorku (0,18%) 
(Savić Radovanović, 2015).  
Epidermolitiĉni (eksfoliativni) toksini ETA i ETB dovode do pojave promena na koţi 
ljudi i ţivotinja, opisani su u širokom varijetetu simptoma od buloznog impetiga do 
sindroma ,,krastave koţe‖ ljudi. Njihovo dejstvo je enzimsko (esteraze) ali se još uvek 
ne zna kako taĉno dovode do promena. Epidermolitiĉni toksin tipa C (ETC) je opisan 
kod konja sa koţnom infekcijom S. aureus. Eksudativni dermatitis svinja je uzrokovan 
virulentnim sojevima S.hyicus koji produkuju toksine sliĉne toksinima S. aureus. (Götz 
i sar., 2006).  
Najbolje opisan iz grupe hemolizina je  hemolizin koji je najpotentniji i prouzrokuje 
potpunu hemolizu eritrocita na agaru sa krvi kunića, ovna ili goveda. Potpuna hemoliza 
se fenotipski uoĉava nakon inkubacije od 24 sata na temperaturi 37
o
C. Na ćelijama 
domaćina koje imaju receptor za ovaj toksin, po vezivanju dolazi do ulaska jona u ćeliju 
domaćina, pokreće se kaskadna reakcija i oslobaĊanjem citokina moţe doći do 
toksiĉkog šoka sliĉnog onom izazvanog TSST-1. (Götz i sar., 2006).  
Beta (β) hemolizin je sfingomijelinaza koja oštećuje ćelijsku membranu bogatu 
lipidima. Prisutniji je kod sojeva izolovanih od ţivotinja u odnosu na sojeve izolovane 
od ljudi. Dovodi do pojave široke zone hemolize na agaru sa krvi ovna ili goveda. 
Nakon inkubacije od 24 sata na temperaturi 37
O
C uoĉava se nepotpuna hemoliza, a 
naknadnim drţanjem na niţim temperaturama u friţideru, zona hemolize se povećava i 
postaje potpuna oko same kolonije. Tako je ova hemoliza zbog postojanja dve zone i 
naĉina nastanka dobila naziv „toplo – hladna‖ hemoliza. Poseduju ga svi sojevi 
S.intermedius i skoro svi sojevi S. aureus. Leukotoksin (gama -  toksin) i leukocidin su 
sinergistiĉki toksini usmereni protiv leukocita i membrana eukariotskih ćelija. Prisustvo 
ovog toksina je veoma vaţno kod nekrotiĉnih infekcija, i 90% sojeva S. aureus 
izolovanih iz datih promena su se odlikovali stvaranjem leukotoksina (Götz i sar., 2006) 
Delta () toksin je mali peptid koji proizvodi S. aureus. Njegova uloga u patogenezi nije 
sasvim objašnjena, ali se pretpostavlja da ima direktan i indirektan efekat na monocite i 




Antimikrobna sredstva razliĉito deluju na odreĊene vrste mikroorganizama, a mogu 
izazvati smrt ćelije usled destrukcije bakterije ili spreĉiti njihovo razmnoţavanje, pa ih 
na osnovu ovog kriterijuma moţemo podeliti u dve grupe: 
a) Antimikrobna sredstva koja ispoljavaju bakteriostatsko delovanje (tetraciklini, 
hloramfenikol, makrolidi i sulfonamidi) 
b) Antimikrobna sredstva koja ispoljavaju baktericidno delovanje (aminoglikozidi, 
penicilini i cefalosporini) 
Antimikrobna sredstava deluju na odreĊene strukture bakterija ili na njene biohemijske i 
metaboliĉke procese i prema mehanizmu delovanja antibiotici su podeljeni u ĉetiri 
grupe: 
a) Inhibitore sinteze ćelijskog zida 
b) Inhibitore funkcije ćelijske membrane  
c) Inhibitore sinteze proteina putem spreĉavanja translacije ili transkripcije 
d) Inhibitore sinteze nukleinskih kiselina. 
Rezistencija predstavlja otpornost bakterija prema odreĊenom antibiotiku koja moţe biti 
uroĊena u sluĉaju kada je prisutna kod svih sojeva , odnosno steĉena kada se pojavljuje 
samo kod nekih sojeva date vrste. Bakterije su sposobne da razvijaju odbrambene 
mehanizame protiv antibiotika mutacijom postojećih gena odnosno sticanjem novih 
gena drugih bakterija. Mikroorganizmi imaju sposobnost da se prilagoĊavaju 
nepovoljnim uslovima sredine u kojoj se nalaze, ukljuĉujući i prisustvo antimikrobnih 
sredstava, i da nakon razliĉitih fenotipskih i genotipskih varijacija odnosno promena 
preţive i da se razmnoţavaju. Prema mehanizmima kojima mikroorganizmi stiĉu 
rezistenciju na antimikrobna sredstva podeljeni su na sledeće grupe: 
a) Strukturne promene ciljnih (target) mesta bakterija na koja deluju antimikrobna 
sredstva 
b) Smanjenje propustljivosti ćelijske membrane na antimikrobna sredstvo 
c) Effluks sistem - izbacivanje antimikrobnih sredstava iz bakterija u spoljašnju 
sredinu aktivnim transportom pri ĉemu se unutar ciljne bakterije ne postiţu 
traţene koncentracije 
d) Sposobnost produkcije enzima koji razlaţu ili modifikuju antimikrobna sredstva 
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Široka upotreba antiinfektivnih agenasa rezultirala je razvojem rezistencije bakterija na 
pojedine antibiotike (Howard i sar., 2014; Huber, 1970; Krnjaic i sar., 2005; Krnjaić, 
2000). Penicilin je u kliniĉkoj terapiji prvi put primenjen 1941. godine u Velikoj 
Britaniji protiv S. aureus. Prva rezistencija prema penicilinu zabeleţena je kod S. aureus 
1947. godine i to samo ĉetiri godine nakon zapoĉinjanja industrijske proizvodnje ovog 
antibiotika. Da bi problem rezistencije na penicilin bio prevaziĊen, 1959. godine 
registovan je meticilin, sintetski penicilin otporan na delovanje penicilinaze. Šezdesetih 
godina dvadesetog veka se javlja problem rezistencije i na meticilin (Patricia, 1961), a 
osamdesetih dvadesetog godina S. aureus je prepoznat kao dominantan uzroĉnik 
intrahospitalnih infekcija (Moellering, 2012). Neizbeţno je bilo njegovo širenje na opštu 
populaciju, i 1987. godine je meticilin rezistentni S. aureus izolovan kao uzroĉnik 
infekcije potkoţnog tkiva i upale pluća pacijenta koji nije bio hospitalizovan (Hayani i 
sar., 2008). U veterinarskoj medicini prva izolacija MRSA je bila 1972. godine u Belgiji 
iz mleka krave obolele od mastitisa (Devriese i sar., 1972). 
 
2.6.1. Značaj rezistencije u veterinarskoj medicini 
Zdravstveno stanje ţivotinja u proizvodnji hrane animalnog porekla usko je povezano sa 
zdravljem ljudi, mada su ranije struĉnjaci iz oblasti stoĉarstva odbijali ideju da se 
upotreba antibiotika kod ţivotinja moţe povezati sa rezistencijom patogenih bakterija 
kod ljudi (Kostić, 2005). Iako su široko rasprostranjene, prenošenje Staphylococcus 
vrsta izmeĊu ljudi i razliĉitih vrsta ţivotinja je relativno ograniĉeno, mada je dokazana 
mogućnost prenošenje gena rezistencije izmeĊu stafilokoka poreklom od ljudi i 
ţivotinja (Kaszanyitzky i sar., 2003; Nunan i Young, 2007).  
Sojevi S. aureus koji su rezistentni na antibiotike mogu se prenositi na ljude ne samo 
direktim nego i indirektnim putem, preko razliĉitih namirnicama ukljuĉujući mleko, 
meso i proizvode od mleka i mesa (Juhász-Kaszanyitzky, 2007; Teuber, 1999; Alvarez-
Astorga i sar., 2002; Manie i sar., 1998; Nunan i Young, 2007). Bakterije koje 
kontaminiraju meso, osim što mogu dovesti do infekcija i intoksikacija potrošaĉa, 
potencijalno predstavljaju rizik za ljude i kao nosioci gena rezistencije na antibiotike 
(Kaszanyitzky i sar., 2003; Juhász-Kaszanyitzky, 2007; Krnjaić, 2000). U svakom 
sluĉaju ţivotinje koje se koriste za proizvodnju hrane predstavljaju ne samo znaĉajne 
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rezervoare patogenih bakterija ţivotinja i ljudi nego i gena rezistencije u prirodi (Kostić, 
2005).  
Intenzivan naĉin proizvodnje ţivotinja i široka primena antimikrobnih sredstava u 
profilaktiĉke i terapijske svrhe znaĉajno utiĉe na prevalenciju rezistentnih sojeva 
prvenstveno izolovanih od kućnih ljubimaca, ţivine i svinja, a zatim kod sojeva 
izolovanih od goveda (Krnjaić, 2000). U prethodnih šezdeset godina jedno od 
najintezivnijih oblasti nauĉnih istraţivanja predstavljalo je ispitivanje pojave i 
raširenosti rezistencije bakterija prema antibioticima. U radovima prezentovani su 
dijametralno suprotni rezultati prevalencije rezistencije, ukljuĉujući i penicilin 
rezistentnih S. aureus poreklom iz razliĉitih izvora. S. aureus je visoko patogen i 
sposoban je da brzo razvije multipnu rezistenciju na antibiotike pomoću brojnih 
mehanizama. Raniji radovi su ukazali da su infekcije kod pasa izazvane stafilokokama 
koje su multirezistentne potencijalno i uzroĉnici zoonoza (Prescott i sar., 2002; Manian, 
2003). Rezistencija na antimikrobne lekove je ĉešća kod S. aureus, nego kod S. 
intermedius (Aarestrup i Jensen, 2002) koji lako moţe ispoljiti rezistenciju na 
antibiotike, iako se nalazi na kliniĉki zdravim ţivotinjama (Gharsa i sar., 2015) 
Ispitivanjem izolata stafilokoka poreklom od razliĉitih ţivotinjskih vrsta ustanovljeno je 
da 42,6% sojeva S. hyicus i 6,4% sojeva S. aureus poreklom od goveda pokazuje 
rezistenciju na tetraciklin. Relativno visok nivo rezistencije na tetraciklin - kod S. hyicus 
se moţe dovesti u vezu sa širokom upotrebom tetraciklina na farmama svinja, za razliku 
od niskog nivoa rezistencije na tetraciklin kod sojeva S. aureus, uzroĉnika mastitisa 
krava što se objašnjava uglavnom time da se u leĉenju ovog oboljenja retko koristi ova 
grupa lekova (Kaszanyitzky i sar., 2003; Schwarz i sar., 1998).  
Beta-laktamski antibiotici se široko koriste kod krava za leĉenje i prevenciju mastitisa. 
Preventivna terapija se rutinski koristi nakon završetka laktacionog perioda. Beta-
laktamski antibiotici, kao što su kloksacilin (izoksazolilni semisintetski penicilin), 
ampicilin (aminopenicilin), cefalonium ili cefkvinom (ĉetvrta generacija cefalosporina), 
se aplikuju lokalno u svaki sisni kanal pred zasušenje, što obezbeĊuje zaštitu u periodu 
kada krava ne daje mleko ĉime se smanjuje rizik od mastitisa u sledećoj laktaciji 
(Sommerhäuser i sar., 2003). Od posebnog znaĉaja u antimikrobnoj terapiji mastitisa 
krava predstavlja kloksacilin otporan na dejstvo penicilinaze, koji je registrovan u 
Republici Srbiji samo za intramamarnu upotrebu kod krava (ALIMS, 2014b). Infekcija 
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meticilin rezistentnim stafilokokama predstavlja ozbiljan problem kod ljudi, ali se reĊe 
javljaju kod ţivotinja.  
U mnogim zemljama sveta nepoznata je zastupljenost meticilin rezistentnog S. aureus 
(MRSA) meĊu S. aureus izolovanih u sluĉajevima mastitisa krava. Visok nivo 
rezistencije na β laktamske antibiotike nastaje usled prisustva mec gena koji kodira 
sintezu penicilin vezujućeg proteina (PBP2a). Gen mecA je deo mec operona zajedno sa 
regulatornim genima mecI i mecR1, a koji saĉinjavaju mobilni genetski element poznat 
kao Staphylococcal Cassette Chromosome (SCCmec) - kasetni hromozom mec 
staflokoka. Kasetni hromozom mec stafilokoka je podeljen u 5 glavnih klasa (IWG-
SCC, Turlej i sar., 2011). Ipak, podacima o mastitisima izazvanim MRSA treba 
pristupati oprezno jer postoje nejasnoće u ekspresiji mecA gena, nivou ispitivanja i 
porekla MRSA sojeva. U radovima se opisuju izolati S. aureus kod mastitisa krava koji 
ispoljavaju rezistenciju na meticilin, a koja nije povezana mecA genom (Turutoglu i 
sar., 2009). Osim A alelnih varijanti mec gena opisana je i epidemiologija mecC alela 
goveda u Danskoj od ĉega 2 izolata potiĉu iz perioda 1975-1992. godine (Petersen i sar., 
2013). Uĉestalost blaZ gena rezistencije na penicilin je reĊe opisivana. Otkriveno je da 
mecA gen, lanĉano vezuje za sebe druge gene rezistencije (takozvana vezana 
rezistencija) pa se tako prenošenjem mecA gena zajedno prenose i svi ostali naknadno 
„zakaĉeni‖ geni rezistencije, što je pogotovo karakteristiĉno za SCC tipove I, II i III 
(Silva i sar., 2014). Prisustvo mecA gena istraţeno je kod 118 sojeva S. aureus-a koji su 
poticali iz uzoraka mleka krava obolelih od mastitisa S. aureus. MRSA sojevi su 
otkriveni disk difuzionom metodom, spa testom, tipiziranjem sekvence multilokusa 
(MLST) i tipiziranjem SCCmec. Gen za rezistenciju na meticilin (mecA) je pronaĊen 
kod 11 (9,3%) od 118 izolata S. aureus-a, ukazujući na to da pribliţno 10% farmi u 
Belgiji koje imaju problem sa mastitisom izazvanim sa S. aureus, imaju zapravo 
MRSA. Sojevi su bili ST398, spa-tipovi t011 ili t567 i imali su SCCmec- tip IVa ili V, 
dokazujući da pripadaju LA-MRSA (livestock associated MRSA) tipa CC398 
(Vanderhaeghen i sar., 2010). Posle prvog izveštaja o mastitisu izazvanom MRSA 1972. 
godine (Devriese i sar., 1972), MRSA kao uzroĉnik mastitisa je prijavljivana samo 
sporadiĉno (Juhász-Kaszanyitzky, 2007). Iz tih studija se ĉinilo da je prevalencija 
mastitisa izazvanih MRSA uopšteno vrlo niska. Nedavno je otkriven specifiĉni MRSA 
klon, CC398, koji je prisutan kod svinja, teladi, brojlera, kućnih ljubimaca i ljudi koji su 
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u kontaktu sa ţivotinjama (Vanderhaeghen i sar., 2010; Cuny i sar., 2010). PotvrĊeno je 
da MRSA poreklom od ţivotinja moţe prouzrokovati oboljenje kod ljudi i to tip CC398 
odnosno ST398 (van Duijkeren i sar., 2004). Ovaj tip MRSA (LA-MRSA) bliţe je 
povezan sa spa-tipovima SCCmec IVa i V (de Neeling i sar., 2007; Lewis i sar., 2008). 
LA-MRSA pokazuje rezistenciju ka tetraciklinima i u manjem obimu ka makrolidima, 
linkozamidima, aminoglikozidima i fluorohinolonima, a kod LA-MRSA nedostaje 
stafilokinaza, vaţan faktor virulencije prisutan kod velike većine ostalih sojeva MRSA 
(Monecke i sar., 2007). Posle izolacije i identifikacije LA-MRSA u izolatima poreklom 
od prasadi, konja i ţivine, potvrĊena je i kod goveda u Belgiji (Vanderhaeghen i sar., 
2010). Zbog postojanja multirezistencije LA-MRSA sojeva mogu se oĉekivati problemi 
kod antimikrobne terapije obolelih grla.  
Prevalencija MRSA meĊu izolatima S. aureus iz mleka u Turskoj je na nivou od 1,7%, 
ali u istom ispitivanju utvrĊena je visoka prevalencija rezistencije na amoksicilin sa 
klavulanskom kiselinom od 85,7% (Arslan i sar., 2009). Drugim ispitivanjem u Turskoj, 
ranije sprovedenim, ustanovljena je MRSA kod 17,5% izolata (Turutoglu i sar., 2006). 
U Holandiji na farmama je prisustvo MRSA u mleku utvrĊeno kod 0% - 7,4% 
ispitivanih farmi, odnosno 0%-1,98% ĉetvrti vimena (Vanderhaeghen i sar., 2010). U 
Velikoj Britaniji na 2,15% farmi ustanovljeno je prisustvo mecC gena, a na 0,27% farmi 
mecA gena MRSA (Paterson i sar., 2014). U Slovaĉkoj je od 2052 ispitana grla MRSA 
pronaĊena kod 14,4% (EFSA i ECDC, 2015), dok 2000. godine u Argentini tokom 
opseţnih ispitivanja MRSA nije otkrivena na farmama (Gentilini i sar., 2000). Od 
izolovanih S. aureus iz mleka u Italiji MRSA predstavlja 9,2% sojeva (Luini i sar., 
2015).  
Istraţivanja u Srbiji govore da sojevi S. aureus od krava sa supkliniĉkim i kliniĉkim 
mastitisom retko ispoljavaju multipnu rezistenciju (Krnjaić, 2000). MRSA nije 
otkrivena kod krava 2000. godine (Krnjaić, 2000), a 2012. godine je ustanovljena kod 
5,9% ispitanih uzoraka mleka (Zutic, 2012). U uzorcima supkliniĉkih mastitisa 2014. 





Uopšteno, biofilmovi se opisuju kao sesilne zajednice mikroorganizma koje su okruţene 
specifiĉnim ekstraćelijskim matriksom i sa sposobnošću prijanjanja na razliĉite površine 
stvarajući dinamiĉko okruţenje u kome pojedinaĉni mikroorganizmi postiţu 
homeostazu, odnosno optimalno su rasporeĊeni da iskoriste sve raspoloţive hranljive 
materije (O'Toole i sar., 2000).  
U istraţivanjima u kojima se uporeĊuju planktonski naĉin ţivota ćelije sa formom 
biofilma iste vrste bakterija ili klona, moţe se nedvosmisleno zakljuĉiti da su biofilmovi 
mnogostruko otporniji na delovanje većine faktora koji ograniĉavaju rast bakterija, 
ukljuĉujući sadrţaj hranljivih materija, nisku pH, nisku aktivnost vode (aw), prisustvo 
soli i antimikrobnih sredstava (O'Toole i sar., 2000; Fux i sar., 2004). Smrtnost ljudi je 
viša prilikom primarne infekcije bakterijama koje imaju sposobnost formiranja biofilma, 
što je najverovatnije sliĉno i kod ţivotinja (Barsoumian i sar., 2015). Upravo je ovo 
razlog zašto se veliki broj istraţivaĉa posvetio prouĉavanju biohemijskih, fiziĉko-
hemijskih i genetskih faktora rasta i odrţanja biofilmova razliĉitih patogena. Mogućnost 
bakterija da opstanu i da se umnoţe na razliĉitim površinama u formi biofilma tumaĉi se 
drastiĉno izmenjenim fiziĉkim mehanizmima, intezivnijom interakcijom izmeĊu ćelija, 
specifiĉnim odnosom ćelija prema ekstracelularnom matriksu i visoko organizovanim 
naĉinom transporta hranljivih materija i teĉnosti (O'Toole i sar., 2000). 
2.7.1.  Biofizičke karakteristike biofimova 
Pojedini istraţivaĉi smatraju da u prirodi bakterijske populacije postoje samo u 
organizovanim zajednicama, a ne i kao solitarne ćelije (Jenkinson i Lappin-Scott, 2001). 
Jednom kada kolonizuju odreĊenu površinu, mikroorganizmi formiraju sloj (jednoslojni 
ili višeslojni) ćelija u interakciji. Biofimovi mogu da rastu na dodiru površina razliĉitih 
agregatnih stanja: ĉvrsto/teĉno (mlekovodi, urinarni kateteri i sl.), teĉnost/gas ili 
ĉvrsto/gas (Jenkinson i Lappin-Scott, 2001). U prirodi biofimovi se mogu naći na 
brojnim površinama dovoljno vlaţnim da omoguće njihov rast (McLandsborough i sar., 
2006). Biofimove mogu formirati veliki broj vrsta mikroorganizama koje su od 
izuzetnog znaĉaja u patologiji ţivotinja i ljudi, kao i higijeni proizvodnje namirnica 
animalnog porekla kao što su u prvom redu bakterije rodova: Staphylococcus, 
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Pseudomonas, Bacillus, Vibrio, Listeria, Escherichia i Salmonella (Garrett i sar., 2008; 
Barsoumian i sar., 2015; O'Toole i sar., 2000; Stepanovic i sar., 2004). U 
laboratorijskim uslovima, sposobnosti stvaranja biofimova i njihovih karakteristika 
najĉešće se ispituje na S. aureus i P. aeruginosa kao modelima za Gram pozitivne i 
Gram negativne bakterije. 
2.7.2. Fiziologija ćelija biofilma 
Bakterije u sastavu biofilma imaju drugaĉije generacijsko vreme, razliĉite su 
morfologije, fiziologije i nutritivnih zahteva od forme slobodnih ćelija (Garrett i sar., 
2008). Istraţivanja difuzije gasova i teĉnosti kroz matriks biofilma pokazuju da 
bakterijske ćelije u biofimovima raspolaţu sa manje kiseonika i hranljivih materija nego 
slobodne ćelije u suspenziji, ali zato su i otpornije na delovanje prema njima toksiĉnih 
agenasa (Sutherland, 2001). Bakterije smeštene u odreĊenim delovima biofilma 
odlikuju se razliĉitim statusom i nivoom metaboliĉkih aktivnosti. Tako je na primer P. 
aeruginosa lociran u unutrašnjosti biofilma neaktivan usled funkcionalnog nedostatka 
kiseonika. Ova fiziološka razlika prisutna kod ove vrste bakterija, u zavisnosti od 
njenog prisustva u centralnom ili perifernom delu, nije od znaĉaja kod fakultativno 
anaerobnih bakterija koje su metaboliĉki aktivne u svim delovima biofilma (Werner i 
sar., 2004).  
Kod S. aureus dokazano je da sposobnost produkcije grupe adhezina, genetski kodiranih 
klasterom gena icaABCD, preduslov za formiranje biofilma (Szweda i sar., 2012). 
Pored ovog kodiranog mehanizma stvaranja adhezina postoji i drugi nezavisan bap gen 
odgovoran za sintezu posebnih proteina udruţivanja ( biofilm – associated protein –
Bap). Kod Gram negativnih bakterija za formiranje biofilmova je verovatno neohodno 
formiranje N-acil-homoserinskih laktona, što nije karakteristiĉno za slobodne ćelije 
(McLandsborough i sar., 2006). Hemijski stimulusi koji nose informacije o brojnosti 
bakterija u neposrednoj blizini (quorum sensing) su vrlo bitni za ekspresiju gena koji 
uĉestvuju u stvaranju biofilma kako Gram pozitivnih, tako i Gram negativnih baterija 






2.7.3. Biofimovi sa više vrsta bakterija 
Neobiĉne metaboliĉke interakcije su dokazane i u biofilmovima koji se sastoje iz više 
bakterijskih vrsta (Zago i sar., 2015; Wilson i sar., 2004). U sredinama koje imaju veći 
rizik za razvoj biofilmova, kod proizvodnje hrane i medicinske oprema usled 
zaostajanja hrane ili organskih materija odnosno neadekvatnog pranja i dezinfekcije, 
pronaĊeni su i biofilmovi koji su u svom sastavu imali veći broj vrsta mikroorganizama 
(Sutherland, 2001; McLandsborough i sar., 2006). 
Bakterije biofilma kompleksnog sastava od više vrsta bakterija se razlikuju u svom 
metaboliĉkom profilu od bakterija i klona ponaosob ili monokulturalnog biofilma. Sama 
ispitivanja se zbog reproducibilnosti ĉešće vrše na monokulturalnom biofilmu u 
prisustvu teĉne hranljive podloge kao medijuma za njegovo formiranje, a manji broj 
radova je izveden na površini ili sredini u koji se biofilm nalazi u prirodi (urin, mleko, 
zaostala hrana ili komponente hrane u fabrikama). OdreĊeni broj radova bavio se 
ispitivanjem meĊusobnog sinergistiĉkog ili antagonistiĉkog odnosa razliĉitih vrsta 
bakterija prilikom stvaranja biofilma. Tako je uoĉena bolja produkcija biofilma sa 
većim brojem ćelija Listeria monocytogenes, u sluĉaju zajedniĉkog kultivisanja sa 
Pseudomonas sp. (Hassan i sar., 2004), a sa druge strane postoje literaturni podaci o 
inhibitornom dejstvu L. monocytogenes na druge bakterije (Leriche i Carpentier, 2000).  
2.7.4. Struktura biofilmova 
Ekstraćelijska komponenta biofilma nije uniformna, zato biofilmovi mogu biti porozni 
ili neporozni (McLandsborough i sar., 2006). Formiranje strukture zavisi od faktora 
sredine u kojoj se odvija ţivot bakterijske populacije: temperature, parametara protoka 
hranljivih materija i gasova, pH vrednosti, prisustva soli, antibakterijskih supstanci itd. 
(Jenkinson i Lappin-Scott, 2001; Stewart i sar., 2015). Postojanje difuzionih gradijenata 
dovodi do nehomogene strukture biofilma koja je uslovljena koncentracijom supstrata 
na dodiru biofilma i teĉne faze. Poslediĉno nastaju filamentozne strukture koje 
prominiraju iz osnovnog sloja biofilma, a koje su vrlo bitne za širenje biofilma i imaju 





2.7.5. Formiranje i širenje biofilma 
Formiranje biofima se moţe podeliti u više faza (O'Toole i sar., 2000; Jenkinson i 
Lappin-Scott, 2001):  
 ulazak bakterija u odreĊenu sredinu 
 inicijalno pripajanje 
 vezivanje supstrata 
 formiranje mikrokolonija (povezivanje ćelija sa ćelijom) 
 stvaranje meĊućelijskog matriksa  
Nakon unošenja bakterija u sredinu u inicijalnoj fazi stvaranja biofilma od kljuĉnog 
znaĉaja su pokretljivost bakterija kao i protok sekreta i/ili ekskreta. Ukoliko postoji 
ujednaĉen i laminaran protok hranljivih materija, biofilm će se brţe formirati (Zhang i 
sar., 2013). Tok supstrata je vrlo bitan i bakterije koje su u sredini turbulentnog ili 
laminarnog protoka lakše prijanjaju za površinu nego pri kultivisanju u nepokretnom 
medijumu, verovatno zato što protok pritiska ćelije uz površinu ili zid suda. 
Interakcije izmeĊu ćelija i površine ukljuĉuju Van der Valsove sile koje obezbeĊuju 
prijanjanje usled dipolnog momenta ili indukovanog dipolnog momenta. Elektrostatske 
sile su direktno povezane karakteristikama same graĊe spoljašnjih komponenti ćelije 
(tabela 3). Pri nastajanju meĊućelijskog matriksa površina dodira sa ćelijom moţe biti 
pozitivno ili negativno naelektrisana, što vodi formiranju difuzibilnog elektrostatiĉkog 
dvosloja. 
 
Bakterijska ćelija, kao i većina prirodnih ĉvrstih površina, ima u principu negativno 
naelektrisanje. MeĊutim ukupno naelektrisanje zavisi od zbira naelektrisanja 
funkcionalnih grupa molekula koji ĉine membranu kao što su: amino, karboksilna, 
fosfatna, sulfatna grupa i kapsularni molekuli. Sila elektrostatskog privlaĉenja zavisi i 
Tabela 3. Najznačajnije adhezione sile u biofilmu (McLandsborough i sar., 2006) 
Sila Udaljenost od površine  
Van der Valsove (Van der Waals) >50nm 
Elekrostatske interakcije 2–10 nm 
Hidrofobne interakcije  0,5–2 nm  
38 
 
od uticaja sredine: temperature, pH vrednosti, jonskog naboja, valence prisutnih jona i 
prirode medijuma (McLandsborough i sar., 2006) Teorija nazvana prema autorima 
DLVO (Derjaguin, Landau, Verwey i Overbeek) prijanjanje bakterija obrazlaţe 
postojanjem dominantnih Van der Valsovih sila koje dovode do priljubljivanja za 
površinu suprotstavljajući se elektrostatskoj sili odbijanja. To je razlog zbog kojeg je za 
izradu medicinske gumene opreme pogodnija guma obraĊena silikonom (Muszanska i 
sar., 2012). Pribliţavanjem mikroorganizma površini rastu sile odbijanja koje se moraju 
prevazići. Pretpostavlja se da je finalno pribliţavanje bakterija površini, odnosno 
njihovo ireverzibilno vezivanje, posledica hidrofobnih sila i istiskivanja vode iz 
dodirnog sloja (McLandsborough i sar., 2006). Ovo biofiziĉko objašnjenje je popriliĉno 
pojednostavljeno jer je priroda bakterijske membrane i kapsule drastiĉno razliĉita kod 
mikroorganizama. Same površine adherencije mogu sadrţati veliki broj razliĉitih 
molekula drugaĉijeg naelektrisanja i hidrofobnog potencijala. Projektovanje više ili 
manje hidrofobnih površina nije dalo znaĉajne rezultate u spreĉavanju pojave biofilma 
(Muszanska i sar., 2012), što je posledica izuzetno brzog prilagoĊavanja 
mikroorganizama u stvaranju biofilma na razliĉitim podlogama (Garrett i sar., 2008). 
Oblaganje intratrahealnih tubusa jedinjenjima srebra redukuje stvaranje biofilma, a time 
i drastiĉno sniţava rizik od pojave intrahospitalnih pneumonija ljudi (Raad i sar., 2011). 
Bakterije se lakše priĉvrćuju za površine sa slabijom slobodnom energijom od onih sa 
povišenom slobodnom energijom kao što je nerĊajući ĉelik (McLandsborough i sar., 
2006). Verovatno i naslage proteina olakšavaju formiranje biofilma. Rast i pokretljivost 
L. monocytogenes zavisi od temperature i pri niţim temperaturama ne moţe da 
uspostavi biofim na hidrofobnoj površini (Milanov i sar., 2007), a formiranje biofilma 
L. monocytogenes je lakše u sredini bogatijoj hranjivim materijama. To nije sluĉaj sa 
svim bakterijama i tako na primer bakterije roda Salmonella formiraju biofilm u 
oskudnijem medijumu (Stepanovic i sar., 2004). Veliki broj pitanja u pogledu 
formiranja biofilmova ostaje i dalje otvoren bez jasnog objašnjenja .  
2.7.6. Rast biofilma 
Nakon inicijalnog vezivanja, bakterijska ćelija stvara vanćelijski matriks (extracellular 
polymeric substances - EPS) koji pospešuje vezivanje za ĉvrstu podlogu i olakšava 
postizanje i odrţavanje mikrokolonije (O'Toole i sar., 2000). Ekstracelularna polimerna 
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supstanca - matriks olakšava prikupljanje hranljivih materija. Bakterije u biofilmu su 
otpornije od slobodnih bakterija prema faktorima stresa ukljuĉujuĉi i antimikrobno 
delovanje (Croes i sar., 2009). Potpuno formirani biofilm se sastoji od strukturisanog 
matriksa sa mreţom horizontalnih i vertikalnih kanala koji omogućavaju razmenu 
hranljivih i otpadnih materija u svim njegovim delovima. Sastav i struktura matriksa 
zavisi od uslova sredine i vrste mikroorganizama (Jenkinson i Lappin-Scott, 2001; 
Muszanska i sar., 2012). Pri hiperprodukciji meĊućelijskog matriksa biofilm dobija 
ţelatinoznu strukturu, a reološkim ispitivanjima dokazano je povećanje elastiĉnosti 
biofilma (I. Kapper i sar., 2002 citirano prema McLandsborough i sar., 2006). 
Ukoliko se biofilm formira u protoĉnom sistemu (cevi, kanali i sl.), mikroskopski izgled 
biofilma podraţava karateristike kretanja teĉnosti. U turbulentnom kretanju medijuma 
biofilm je gušći i zauzima polukruţno izboĉeni oblik radi manjeg otpora prolasku 
teĉnosti. Širenje biofilma se odvija najĉešće niz tok struje odvajanjem delova biofilma. 
U laminarnom toku formira se reĊa, ,,sunĊerasta‖ struktura biofima sa ravnim dodirnim 
slojem hrapave površine (Garrett i sar., 2008). 
2.7.7. Odvajanje biofimova  
Vaţno je imati na umu da biofim nije sistem u stagnaciji. Iako se u literaturi ne navodi 
uvek, vrhunac razvoja biofima ogleda se u odvajanju bakterija iz biofilma i diseminaciji 
uzroĉnika (McLandsborough i sar., 2006). Pojedina objašnjenja prikazuju biofimove 
kao visoke, masivne kule ćelija i meĊućelijske supstance koje se pri kritiĉnim 
karakteristikama protoka lome, oštećuju i otkidaju u pravcu protoka materije (Jenkinson 
i Lappin-Scott, 2001; O'Toole i sar., 2000). Drugi autori zagovaraju teoriju po kojoj se 
širenje bakterija iz biofilmova vrši postupno, pojedinaĉnim odvajanjem bakterija pri 
dodirnom sloju sa hranljivom materijom. Merenjem diseminacije biofilma P.aeruginosa 
ustanovljeno je da se većina ćelija (20-40%) odvaja u grupama (grudvicama) sa manje 
od 300 bakterija, a grudvica od preko 1000 bakterija ima manje od 1% (Wilson i sar., 
2004). Biofimovi S. aureus ĉešće vrše diseminaciju u grupama od po 10-100 bakterija 
nego pojedniĉnim bakterijama (Fux i sar., 2004). Same grupe odvojenih ćelija S. aureus 
zadrţavaju rezistenciju na antibiotike, što je oĉigledna evolutivna prednost korišćenja 
ovakvih minikolonija u širenju.  
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Ceo proces odvajanja je kompleksan i nije sasvim objašnjen pa se zastupaju teorije da je 
odvajanje ćelija ili grupa ćelija od biofilma posledica razliĉitih faktora od kojih su neki 
genetski uslovljeni. Najznaĉajniji faktori su enzimi koji razgraĊuju meĊućelijski 
matriks, prisustvo slobodnog gasa, koliĉina hranljivih materija i produkata metabolizma 
u sredini, dostupnost jona koji omogućavaju meĊusobno vezivanje ćelija, stres 
indukovan parametrima protoka, prisustvo litiĉnih bakteriofaga i razmena meĊućelijskih 
signala izmeĊu bakterija (Rupp i sar., 2005; Croes i sar., 2009).  
Idealni model za ispitivanje biofilmova ne postoji, a usled stalnih modifikacija metoda 
veoma je teško porediti dobijene rezultate (Stepanovic i sar., 2000; Peeters i sar., 2008). 
Faktori koji utiĉu na dizajn ispitivanja i metodološki pristup su brojni i izmeĊu ostalog 
obuhvataju i razmatranje: vrste biofilma, sastava biofima- mono ili multikulturalni 
biofim, prateće kontaminacija (in vivo), uslova rasta biofilma, izbora hranljivog 
medijuma i izbora podloge na kojoj se vrši adherencija ukljuĉujući njenu površinu 
(hrapava, ravna, uglaĉana) i elektrostatiĉki naboj. Prinos - porast biofilma moţe se 
uvrditi bojenjem, odvajanjem od površine surfaktantom ili grebanjem, ultrazvukom ili 
laserom (McLandsborough i sar., 2006). 
Biofilmovi su specifiĉan biološki sistem tako da antimikrobni lekovi i produkti imunog 
odgovora teško dopiru do uzroĉnika, pa osetljivost patogenog mikroorganizma prema 
antimikrobnim lekovima opada i do 1000 puta (Gomes i sar., 2011; Fux i sar., 2004). 
Osetljivost stafilokoknih biofilmova na aktivne komponente etarskih ulja nije opseţno 
ispitivana. Etarsko ulje origana inhibira formiranje biofilmova pri koncentraciji od 
0,125–0,5% v/v (Nostro i sar., 2007), a karvakrol poseduje potencijal za drastiĉno 
smanjenje biomase biofilma i preko 50% (Nostro i sar., 2012). 
2.7.8. Značaj biofilmova u specifičnostima patogeneze mastitisa 
U patogenezi mastitisa krava sposobnost produkcije biofilma predstavlja vaţan faktor 
virulencije S. aureus (šema 2) (Melchior, 2011). Stvaranje biofilma obezbeĊuje 
perzistenciju bakterijama i dovodi do upornog mastitisa hroniĉnog toka. Osetljivost 
bakterijske ćelije u biofilmu na antibiotike je smanjena usled nemogućnosti ulaska 
lekova u jonizovanoj formi, reĊe deobe bakterija i prisustva enzima koji ih razgraĊuju 




Šema 2. Prikaz znaĉaja biofilma u patogenezi mastitisa uzrokovanih S .aureus (Melchior, 
2011) 
 
Usled mogućnosti da „neutrališu‖ delovanje antimikrobnih sredstava, bakterije u 
sastavu biofilmova obiĉno ne ispoljavaju visok nivo uĉestalosti gena rezistenciju na 
antibiotike (Raza i sar., 2013).  
U okviru pronalaţenja efikasne vakcine protiv mastitisa veliki broj ispitivanja bio je 
usmeren na spreĉavanje stvaranja biofilma bakterija kao njihovog vaţnog faktora 
virulencije. Pre više od dvadeset godina zapoĉeta su ispitivanja efikasnosti inaktivisanih 
vakcina S. aureus koje su u sebi sadrţale polisaharide kapsule odnosno biofilma 
(Watson i Davies, 1993; Nordhaug i sar., 1994). IzmeĊu ostalih pripremljena je i 
vakcina koja se sastojala od mešavine inaktivisanih celih bakterija, polisaharidnog 
matriksa biofilma uronjenog u lipozome i toksoida razliĉitih sojeva S. aureus (Amorena 
i sar., 1994). I u novim formulacijama vakcina dodaje se preĉišćeni polisaharid matriksa 
biofilma S. aureus poli-N-acetilglukozamin (PNAG) koji indukuju znaĉajno viši 
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protektivni nivo antitela kod vakcinisanih mleĉnih grla, a time redukuju pojavu i 
intenzitet mastitisa (Prenafeta i sar., 2010). Vakcina Startvac®, Laboratorios Hipra iz 
Španije u sebi sadrţi i kompleks antigena sluzavog dela biofilma S. aureus (slime-
associated antigen complex - SAAC) koji se sastoji od 58% (w/v) polisaharida i 42% 
(w/v) proteina. U polisaharidnoj frakciji identifikovani su glukozamin i galaktozamin sa 
6,1% zastupljenosti, a antitela protiv deacetilovane forme poli-N-acetilglukozamina 
imaju najveći kapacitet za opsonizaciju i veoma su efikasna u zaštiti vimena od 
infekcije S. aureus (Cerca i sar., 2007). Dokazano je in vitro da antitela prema SAAC 
inhibiraju formiranje biofilma i bez prisustva neutrofila i da spreĉavaju priljubljivanje 
bakterija za epitel i interakcije koje dovode do formiranja biofilma. Komparativna 
prednost vakcina koje u sebi sadrţe PNAG ili SAAC komponente je njihovo prisustvo 
kod raznih serotipova odnosno odsustvo njihovih antigenskih varijacija. Stoga, antitela 
indukovana vakcinacijom ovim antigenima uspostavljaju zaštitu bez obzira na tip 
kapsule S. aureus. Glavni odbrambeni mehanizam mleĉne ţlezde protiv infekcija 
ukljuĉuje opsonizaciju koja je posredovana antitelima i fagocitozu od strane 
polimorfonuklearnih neutrofilnih granulocita (Prenafeta i sar., 2010). U pretkliniĉkim i 
u kliniĉkim ispitivanjima sprovedenim tokom razvoja vakcine, pokazano je da 
vakcinacija znaĉajno smanjuje pojavu kliniĉkog i supkliniĉkog mastitisa kao i teţinu 
kliniĉkih simptoma mastitisa i broj somatskih ćelija. Sama vakcinacija znaĉajno utiĉe na 
znaĉajno reĊu i manju upotrebu antibiotika kod terapije obolelih ţivotinja, a povećana je 
stopa spontanog izleĉenja inficiranih krava (Prenafeta i sar., 2010). 
Ukoliko izolovano posmatramo stvaranje biofilma kao faktor virulencije, PNAG ili 
SAAC-specifiĉna antitela spreĉavaju infekciju mleĉne ţlezde prouzrokovanu S. aureus 
vezivanjem za polisaharide ekstracelularnog matriksa (pre uspostavljanja biofilma), 
ĉime se olakšava fagocitoza polimorfonuklearnim neutrofilima i makrofagima što 
poslediĉno dovodi do eliminacije infekcije.  
2.8. Specifičnosti organske proizvodnje mleka  
Organska poljoprivreda je sistem ekološkog upravljanja proizvodnjom kojim se 
unapreĊuje biodiverzitet (raznovrsnost biljnih i ţivotinjskih vrsta), kruţenje materije u 
prirodi, mikrobiološka aktivnost u zemljištu i zaštita ţivotne sredine. Organska 
proizvodnja postavlja naĉela upravljanja prirodnim i biološkim procesima zasnovanim 
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na ekološkim sistemima korišćenja prirodnih resursa, uz primenu metoda koje 
obuhvataju:  
 ţive organizme i mehaniĉke proizvodne metode,  
 proizvodnju biljaka u zemljištu, stoĉarsku prozvodnju ili akvakulturu koja 
uvaţava principe odrţive eksploatacije, 
 zabranu upotrebe genetiĉki modifikovanih organizama i proizvoda koji se 
sastoje ili su dobijeni od genetiĉki modifikovanih organizama, sa izuzetkom 
veterinarskih medicinskih proizvoda,  
 proizvodne procese koji se baziraju na proceni rizika i odgovarajućih 
preventivnih mera. 
Kao ulazni repromaterijal u organskoj proizvodnji moţe se koristiti materijal 
ukljuĉujući i biljke i ţivotinje iz organske proizvodnje, kao i prirodne ili prirodno 
proizvedene supstance. Strogo se ograniĉava upotreba hemijskih sintetisanih supstanci.   
Dozvoljavaju se izuzeci ako odgovarajući sistemi upravljanja ne daju zadovoljavajuće 
rezultate, ako organski repromaterijali nisu dostupni na trţištu ili ako upotreba pojedinih 
organskih sredstava u odrţavanju proizvodnje ima neprihvatljiv uticaj na ţivotnu 
sredinu. Metode organske proizvodnje se prilagoĊavaju regionalnim i lokalnim 
klimatskim i agroekološkim uslovima, stepenu razvoja i specifiĉnostima tradicionalnog 
naĉina uzgoja. Ishrana biljaka za upotrebu u organskoj stoĉarskoj proizvodnji odvija se 
kroz poboljšanje prirodne plodnosti i stabilnosti tla uz odrţavanje biološke 
raznovrsnosti. U organskoj ratarskoj proizvodnji akcenat se postavlja na Ċubrenju 
zemljišta, a ne na Ċubrenju useva. Kroz navedena naĉela garantuju se dobrobiti 
poljoprivrednog proizvoĊaĉa, potrošaĉa organskih proizvoda i ţivotne sredine tj. 
zemljišta, biljaka i ţivotinja.  
Prema zakonskoj definiciji: organska proizvodnja jeste proizvodnja poljoprivrednih i 
drugih proizvoda koja se zasniva na primeni metoda organske proizvodnje u svim 
fazama proizvodnje, a koja iskljuĉuje upotrebu genetiĉki modifikovanih organizama i 
proizvoda koji se sastoje ili su dobijeni od genetiĉki modifikovanih organizama, kao i 
upotrebu jonizujućeg zraĉenja, u skladu sa ovim zakonom i propisima donetim na 
osnovu njega (Sluţbeni glasnik Republike Srbije broj 30/10). Ako je ovakva 
proizvodnja sertifikovana (ozvaniĉena) kod neke od ovlašćenih organizacija koja ima 
odobrenje nadleţnog ministarstva za obavljanje poslova sertifikacije, onda se ovakva 
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proizvodnja naziva sertifikovana organska proizvodnja. Sertifikovana organska 
proizvodnja je takav sistem proizvodnje koji je u skladu sa Zakonom o organskoj 
proizvodnji, Pravilnikom o kontroli i sertifikaciji u organskoj proizvodnji i metodama 
organske proizvodnje (Sluţbeni glasnik Republike Srbije broj 48/11), a koji su 
usklaĊeni sa zakonima Evropske unije. 
Metode organske stoĉarske proizvodnje podrazumevaju mere adekvatnog izbora vrsta i 
rasa ţivotinja, naĉina uzgoja, objekata za uzgoj, ishrane i zdravstvene zaštite ţivotinja, 
prevoza i klanja ţivotinja, postupanja sa ţivotinjama koje su nabavljene sa drugih farmi 
i naĉina sakupljanja ţivotinjskih vrsta iz prirodnih staništa. Reproduktivni materijal za 
biljnu i stoĉarsku proizvodnju koji se koristi u organskoj proizvodnji mora da bude 
proizveden metodama organske proizvodnje, osim ukoliko je reĉ o autohtonoj rasi ili 
nauĉno istraţivaĉkoj delatnosti. Sva odstupanja od osnovnih naĉela mora da odobri 
nadleţna institucija. Ovlašćena organizacija izdaje sertifikat kojim se potvrĊuje da je 
organski proizvod dobijen u skladu sa zakonom i pratećim pravilnikom. Samo proizvod 
koji nastane u procesu sertifikovane organske proizvodnje sme ući u promet kao 
organski proizvod, obeleţen je na odgovarajući naĉin i kao takav ima veću vrednost i 
mora sadrţati najmanje 95% sastojaka poljoprivrednog porekla koji su proizvedeni u 
skladu sa odgovarajućim propisima i standardima. U meĊunarodnoj trgovini se, za 
obeleţavanje ovakvih proizvoda pored naziva organski koriste i nazivi: bio, biološki, 
eko, ekološki, org, organik, itd. 
Da bi se zasnovala organska proizvodnja, proizvoĊaĉ podnosi zahtev organizaciji 
ovlašćenoj za sertifikaciju organske proizvodnje. Sertifikaciona telo prati proizvodnju 
tokom godine i u obavezi je da obavlja kontrolu i ustanovi da li je proizvoĊaĉ poštovao 
Zakon o organskoj proizvodnji i prateći pravilnik. Obavezno je i voĊenje propisanih 
specifiĉnih zapisa o proizvodnji. Tehnološki postupak prerade u organskoj proizvodnji 
odvija se u kontinuitetu bez mešanja proizvoda iz organske proizvodnje sa sastojcima, 
supstancama i proizvodima iz perioda konverzije, odnosno proizvodima iz 
konvencionalne proizvodnje, kao i bez upotrebe jonizujućeg zraĉenja, genetiĉki 
modifikovanih organizama i njihovih derivata. Ako se u tehnološkom postupku prerade 
koriste tehnološke linije koje se koriste i za preradu proizvoda iz konvencionalne 
proizvodnje, te tehnološke linije se pre upotrebe u organskoj proizvodnji moraju 
temeljno oĉistiti i oprati. Skladištenje organskih proizvoda zahteva odvojenu prostoriju, 
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osim ukoliko su organski proizvodi upakovani i obeleţeni, onda se mogu ĉuvati u istom 
skladišnom prostoru sa proizvodima iz konvencionalne proizvodnje.  
Tokom 1960. godine se pojavio otpor protiv intenzivnog stoĉarstva sa fokusom na 
zaštitu ţivotne sredine i dobijanje zdrave hrane, a vremenom organski pokret je 
pridobijao sve više paţnje javnosti. U poĉetku, organska proizvodnja je u EU 
predstavljala retku alternativu konvencionalnoj stoĉarskoj proizvodnji, ali su se 
osamdesetih godina XX veka farmeri bolje organizovali i postavili standarde za 
organsku proizvodnju (Lund, 2002). U isto vreme, organska proizvodnja je privukla 
paţnju politiĉara koji su uvideli pozitivne strane ovakve proizvodnje, pre svega 
pozitivne efekte na ţivotnu sredinu i smanjenje zagaĊenja voda i zemljišta. Pokret za 
omasovljavanje organske proizvodnje je dobio politiĉku podršku i prve povlastice za 
konverziju iz konvencionalne u organsku proizvodnju krajem osamedesetih godina XX 
veka (Lund, 2002). Interesovanje za organsku proizvodnju sada raste i sve je veći broj 
nauĉnih studija, izmeĊu ostalog i u vezi zdravlja i dobrobiti ţivotinja u organskim 
sistemima.  
Prvi standard za organsku proizvodnju postavljen je 1980. od strane meĊunarodne 
organizacije za organsku poljoprivredu (IFOAM), koji se danas koristi u preko 750 
nacionalnih i regionalnih sertifikacionih tela širom sveta. U okviru EU pravni okvir je 
uspostavljen 1991. godine a dodatno unapreĊen 1999. godine.  
Prema izveštaju Eurostata (Eurostat, 2015) organska proizvodnja u Evropskoj uniji se 
sprovodi na 10,3 miliona hektara ili 5,9% ukupnog poljoprivrednog zemljišta. Španija, 
Italija, Francuska i Nemaĉka imaju organsku proizvodnju na po više od milion hektara 
dok je u Srbiji pod organskom proizvodnjom manje od 10 000 hektara. 
Prema podacima Eurostata, (Eurostat, 2015) u 2011. godini bilo je 2,6 miliona grla 
organski sertifikovanih goveda u 27 zemalja EU. Broj registrovanih goveda beleţi 
godišnji rast od 12% od 2005. do 2011. godine. Najveći broj organskih goveda, prema 
dostupnim podacima, je u Austriji, Francuskoj, Velikoj Britaniji, Švedskoj, Italiji i 
Španiji. Udeo organske proizvodnje u govedarstvu je najveći u Austriji (19%), Švedskoj 
(17%), Letoniji, Ĉeškoj (oko 13%) i Danskoj (10%). Tokom prethodnih nekoliko 
godina u većem broju zemalja ĉlanica EU došlo je do porasta organske proizvodnje i 
tako je 2014. godine u Švedskoj udeo goveda u organskom uzgoju u ukupnom broju 
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grla iznosio 19,6% (Grafikon 1). Povećanje broja grla u organskoj proizvodnji u 2014. u 
odnosu na 2013. zabeleţeno je u Rumuniji i Hrvatskoj.  
Organski sertifikovanih muznih krava ima oko 700 000 u EU (podaci iz 2011. godine), 
što je 3% ukupnog broja. Posmatrano za zemlje koje su ĉinile EU do 2003. godine, 
organski sektor obuhvata 3,7% mleĉnih krava dok u 12 evropskih zemalja koje su ušle u 
EU nakon 2003. godine, ova cifra pada na 1,1%. U Francuskoj, drugom po veliĉini 
proizvoĊaĉa mleka u EU, udeo organskih mleĉnih krava u ukupnom nacionalnom stadu 
mleĉnih krava iznosi 2,1%. U Letoniji organske muzne krave predstavljaju 9,6% od 
ukupnog broja mleĉnih krava, zatim slede: Estonija sa 2,7%, Slovaĉka sa 2% i Ĉeška sa 
1,5%. Drţave ĉlanice EU gde organska proizvodnja mleka ima najveći udeo su: Austrija 
(18%), Švedska (12,7%), Danska (10,9%) i Velika Britanija (8,1%). Nivo proizvodnje 
organskog mleka tokom 2014. godine predstavljen je u tabeli 4.  
U Republici Srbiji su poslednjih godina evidentni pomaci u organskoj proizvodnji. 
Prema podacima Ministarstva poljoprivrede i zaštite ţivotne sredine, u 2014. godini pod 
organskom proizvodnjom bilo je 9 446ha, što je više za oko 1 200ha u odnosu na 
godinu ranije kada je bilo 8 228ha. U 2012. godini organska proizvodnja se u Srbiji 
odvijala na 6 340ha. Kada je reĉ o broju ţivotinja u organskom uzgoju 2014.godine u 
Srbiji drţano je 2 557 krava, 1 285 ovaca i nekoliko desetina svinja. Global Seed u 
Ĉurugu predstavlja jednu od najvećih organskih farmi u Evropi, sa organizovanom 
proizvodnjom na 2 400ha sertifikovanog zemljišta, sa blizu 2 000 goveda i dnevnom 
proizvodnjom mleka od 17 000l (Seed, 2016). 
Srbija je preuzela propis Evropske unije kojim je ograniĉena upotreba antibiotika i 
drugih antimikrobnih sredstava u organskoj stoĉarskoj proizvodnji, što je predviĊeno 




Tabela 4. Proizvodnja sirovog organskog mleka (t) tokom 2014. godine prema (Eurostat, 
2015) 
    
Zemlja Mleko Zemlja Mleko 
Italija 1913600 Poljska 26583 
Velika Britanija 808600 Slovaĉka 26299 
Nemaĉka 708055 Španija 19757 
Francuska 571800 Turska 15510 
Danska 487100 Estonia 9396 
Austrija 443486 MaĊarska 8856 
Švedska 371452 Irska 7703 
Holandija 191601 Slovenija 5401 
Letonija 74937 Srbija 3883 
Norveška 53526 Bugarska 2486 
Finska 48583 Luksemburg 2455 
Litvanija 43178 Hrvatska 1782 
Rumunija 35945 Kipar 1612 
Grĉka 34812 Malta 0 
Ĉeška 30058 Island - 
 
 
Grafikon 1. Broj organski sertifikovanih muznih krava u EU tokom 2009. i 2011. godine  
Terapija krava u organskoj stoĉarskoj proizvodnji nosi odreĊene specifiĉnosti.  
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Pored preparata na biljnoj bazi, postoje sintetski lekovi dozvoljeni u organskoj 
proizvodnji koji se propisuju posebnim aktom. Interesantno je da su u organskoj 
proizvodnji mleka dozvoljena biološka sredstva, vakcine, serumi i imunostimulansi. Za 
organsku proizvodnju mleka u SAD odobreno je korišćenje dezificijenasa na bazi joda, 
izopropil akohola, nekih jedinjenja hlora i hlorheksidina (FDA, 2016). U leĉenju 
organski uzgajanih ţivotinja prema pravilniku Evropske unije 889/2008 dozvoljeno je 
korišćenje fitoterapije, homeopatskih proizvoda i odreĊenih mineralnih sirovina, a 
upotreba sintetskih gotovih lekova se organiĉava na upotrebu do tri puta godišnje za 
mleĉna grla, što rezultira da se na organskim farmama u EU mastitisi u 85% sluĉajeva 
leĉe sintetskim lekovima (Brinkmann i sar., 2007). 
U terapiji krava odgajenih u skladu sa propisima o organskoj proizvodnji ĉesto se 
koriste homeopatski, biljni i tradicionalni lekovi. Homeopatski lek je svaki lek 
pripravljen od supstanci poznatih kao homeopatske osnovne supstance, a u skladu sa 
homeopatskim postupkom proizvodnje. Biljnim preparatima smatraju se i mlevene ili 
praškaste biljne supstance, tinkture, ekstrakti, ulja, sokovi dobijeni presovanjem, kao i 
preraĊeni eksudat. Tradicionalni lek je lek koji moţe biti zasnovan na nauĉnim 
principima i rezultat je tradicije ili drugih tradicionalnih terapijskih pristupa. Zakon o 
lekovima i medicinskim sredstvima ne definiše razlike izmeĊu homeopatskih, 
tradicionalnih i biljnih lekova namenjenih za upotrebu kod ljudi i ţivotinja (Sluţbeni 
glasnik Republike Srbije broj 30/10 107/12). Homeopatski lekovi se koriste u 
veterinarskoj medicini i zaštiti biljaka – agrohomeopatiji. Osnovna karakteristika 
homeopatskog leka je da se priprema razblaţivanjem matiĉne tinkture, što se vrši 
smešom alkohola i vode, najĉešće u dva odnosa - 1:10 (D skala) i 1:100 (C skala) zbog 
ĉega su ĉesto dostupni kao preparati bez recepta (Cupara i sar., 2015). U Danskoj je 
izvršena komparativna analiza organske i konvencionalne proizvodnje mleka, u periodu 
1993. – 2003. godine, i utvrĊeno da je u sistemu organske proizvodnje povećan broj 
somatskih ćelija u mleku kao i frekvencija pojave mastitisa krava (Bennedsgaard i sar., 
2003). Na nivou 43 organske farme mleĉnih krava na kojima su zastupljene krave 
holštajn-frizijske rase godišnji prinos mleka je 6 277kg/grlu (Brinkmann i sar., 2007). 
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3. CILJ I ZADACI ISTRAŽIVANJA  
Cilj istraţivanja je da se ispita antibakterijsko delovanje odabranih komponenti etarskih 
ulja karvakrola, eugenola, cinamaldehida i timola na sojeve S. aureus izolovanih u 
sluĉajevima supkliniĉkih mastitisa krava, njihovo sinergistiĉko delovanje u teĉnoj 
kulturi, kao i delovanje na formiranje biofilma S. aureus.  
Radi ostvarivanja cilja istraţivanja postavljeni su sledeći zadaci:  
1. Izolacija i identifikacija uzroĉnika supkliniĉkih mastitisa krava primenom 
konvencionalnih bakterioloških tehnika i tehnika molekularne biologije i 
formiranje studijske kolekcije S. aureus izolata; 
2. UtvrĊivanje osetljivosti prema antibioticima ispitivanih sojeva S. aureus; 
3. UtvrĊivanje sposobnosti formiranja biofilma ispitivanih S. aureus sojeva 
detekcijom gena odgovornih za nastanak biofilma i kvantifikacijom 
produkovanog biofilma; 
4. UtvrĊivanje minimalnih inhibitornih i minimalnih baktericidnih koncentracija 
aktivnih komponenti etarskih ulja karvakrola, eugenola, cinamaldehida i timola 
za ispitivane S. aureus izolate pojedinaĉno i u razliĉitim kombinacijama datih 
komponenti; 
5. UtvrĊivanje duţine antibakterijskog delovanja aktivnih komponenti etarskih ulja 
na ispitivane S. aureus sojeve; 
6. UtvrĊivanje inhibitornog dejstva aktivnih komponenti etarskih ulja karvakrola, 
eugenola, cinamaldehida i timola na biofilmove ispitivanih S. aureus izolata 




4.  MATERIJAL I METODE 
4.1. Materijal 
Za ispitivanja na kliniĉkim izolatima, korišćeni su uzorci mleka prikupljeni u toku 
redovne kontrole sa 7 farmi u okolini Beograda, sa podruĉija koje obuhvata 8500 
mleĉnih grla. Na svim farmama su goveda holštajn-frizijske rase, kontrolisana u toku 
laktacije i neposredno pre zasušenja. Prikupljanje uzoraka vršeno je u periodu od marta 
do juna 2014. godine.  
Osim kliniĉkih izolata u radu su korišćeni i referentni sojevi S. aureus ATCC (American 
Type Culture Collection) 25923 i meticilin rezistentni S. aureus ATCC 43300. Kao 
kontrolni soj za produkciju biofilma korišćen je izolat S. aureus sa Instituta za 
mikrobiologiju, Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu.  
U radu su korišćeni krvni agar (Blood Agar Base BBL Becton, Dickinson i Company,  
SAD) sa dodatkom 5% goveĊe krvi, Muller-Hinton II bujon (CAMHB, Becton, 
Dickinson i Company, SAD) i Muller-Hinton II agar (CAMHA, Becton, Dickinson i 
Company,  SAD).  
4.2. Metode  
4.2.1. Izolacija i identifikacija S. aureus  
4.2.1.1. Izolacija i fenotipska identifikacija 
Uzorci mleka su zasejavani na krvni agar sa dodatkom 5% goveĊe krvi. Izolati koji su 
imali tipiĉnu hemolizu, izgled Gram pozitivnih koka na mikroskopskom preparatu, kao i 
pozitivnu katalaza i koagulaza reakciju odnosno test (Veterinarski zavod Zemun,  
Srbija), odabrani su za dalja ispitivanja kao koagulaza pozitivne Staphylococcus spp. 
Za identifikaciju korišćen je skraćeni biohemijski niz koji je obuhvatao: ONPG test 
(Bio-Rad, France), ispitivanje razlaganja manitola (Institut za viusologiju, vakcine i 
serume Torlak, Srbija) i ispitivanje razlaganja maltoze (Institut za viusologiju, vakcine i 





Tabela 5. Identifikacija koagulaza pozitivnih stafilokoka kratkim biohemijskim nizom 
(Götz i sar., 2006) 
 S. aureus S. intermedius S. hyicus 
ONPG - + - 
Manitol + ± - 
Maltoza + () - 
() – odloţena reakcija  ± - od 11% do 89% pozitivnih izolata 
4.2.1.2. Molekularna identifikacija S. aureus, S. intermedius i S. hyicus 
 
Identifikacija i tipizacija bakterija metodom lanĉane reakcije polimeraze (PCR) 
predstavlja standard za identifikaciju mnogih mikroorganizama i njihovih pojedinaĉnih 
genskih alela. PCR se zasniva na obeleţavanju ciljnog dela DNK prajmerima i 
umnoţavanju tog dela DNK u velikom broju kopija. Ovako dobijen proizvod se moţe 
elektroforetski razdvojiti prema veliĉini umnoţenog fragmenta DNK i obojiti 
interkalatnim bojama. Ukoliko je reakcija pozitivna, uoĉiće se specifiĉna linija (band) 
odreĊene molekulske mase.  
Identifikacija kliniĉkih izolata PCR metodom zasnovana je na prisustvu gena za 
proizvodnju termostabilne nukleaze (nuc) u razliĉitim alelnim formama kod razliĉitih 
vrsta stafilokoka. Za identifikaciju je odabrana metoda po Gandri i saradnicima, 
multipleks PCR sa 6 prajmera, koja daje potvrdu identifikacije vrste: S. aureus, S. 
intermedius i S. hyicus (Gandra i sar., 2011).  
Izolacija DNK 
Nakon 24h inkubacije suspendovane su jedna do dve kolonije ispitivane bakterijske 
kulture u 300 μl sterilne redestilovane vode u sterilnoj mikrotubi sa poklopcem (à 1,5ml 
Eppendorf, Nemaĉka) . Mikrotube su uronjene u vodeno kupatilo na temperaturu od 
95
o
C u trajanju od 10min, a zatim odmah odloţene na 0
o
C u trajanju od 5min i 
centrifugirane 5min na 13 000 o/min. Supernatant je prebaĉen u sterilnu mikrotubu (à 
1,5ml Eppendorf, Nemaĉka) i ĉuvan na -20
 o





UreĎaji i aparati 
Za izvoĊenje PCR korišćen je PCR master cycler Autorisierter Thermocycler 
(Eppendorf, Nemaĉka) i Eppendorf Mastercycler Personal thermocycler (Eppendorf, 
Nemaĉka). Nakon amplifikacije PCR produkata, izvoĊena je elektroforeza u kadici za 
elektroforezu (Blue marine, Serva) na 1% agaroznom gelu (Serva) na aparatu za 
elektroforezu (Blue power 500, Serva). 
Procedura 
Zapremina reakcione smeše pojedinaĉnog uzorka za PCR je bila 25µl. U sastav smeše 
ulazili su: DTE mmix 2x 12,5µl (koji po reakciji sadrţi: po 200µM trifosfat nukleotida 
dNTP, 1U Taq DNA polimeraze 5U/µl, 2mM MgCl2 i 4µl 10x pufera), prajmeri (tabela 
6) nuc1 0,25µl, nuc2 0,25µl, nuc3 0,25µl, nuc4 0,25µl, nuc5 0,25µl, nuc6 0,25µl. 
Uzorak ispitujućeg DNK 1µl i voda za PCR 10µl. Kao voda za PCR korišćena je voda 
za injekcije (Galenika A.D., Srbija) 
 
Tabela 6. Prikaz sekvence prajmera i veličine amplifikata za PCR identifikaciju 





Sekvenca 5’ – 3’ Dokazivanje 
Nuc 1 458 ATGAAGTCAAATAAATCGCT S. aureus 
Nuc 2 TTTGGTGAAAAATACTTCTC 
Nuc 3 270 AAAAATAACAACAGGATTGA S.hyicus 
Nuc 4 GTAAAGTCTGAAGCTTCTT 
Nuc 5 106 GAAAAAAATTACAACAGGCG S.intermedius 
Nuc 6 CACATCCGTTGAAGACTTTT 
 
Uslovi reakcije su prikazani u tabeli 7, a dobijeni amplifikati su analizirani na 
agaroznom gelu 1% (w/v) (Serva, Nemaĉka) i obojeni nakon elektroforeze pomoću 
etidium bromida u koncentraciji 0,5µg/ml (Serva, Nemaĉka) u trajanju od 10min. Za 
odreĊivanje veliĉine fragmenata korišćen je marker GeneRuler 100 bp DNA Ladder 
SM0243 (Thermo Scientific, SAD). Za uoĉavanje PCR produkata korišćen je UV 









C) Vreme (minut) Ciklus 
Inicijalna denaturacija 94 5 1 
Denaturacija 94 2 40 
Povezivanje 55 2 
Izduživanje 72 3 
Krajnje izduživanje 72 6-8 1 
 
4.2.1.3. Detekcija gena za produkciju koagulaze 
Koagulaza je znaĉajan faktor virulencije u patogenezi oboljenja uzrokovanih 
stafilokokama. Ispitivanje gena koji kodira koagulazu ima za cilj razvrstavanje kliniĉkih 
izolata S. aureus prema tipu koagulaze i uvid u njihovu meĊusobnu povezanost.  
A.  Gen c1fa koji kodira proizvodnju vezane koagulaze ispitivan je metodom PCR 
prema protokolu Kalorey i saradnika (2007). 
Izolacija DNK, ureĊaji i aparati za PCR, kao i bojenje ampifikovanih fragmenata DNK 
u agaroznom gelu izvedeni istovetno kao i u poglavlju 4.2.1.3, a korišćeni prajmeri, 
njihova sekvenca i veliĉina u tabeli 8. 






Sekvenca 5’ – 3’ Dokazivanje 
c1fa-f 1042 GGCTTCAGTGCTTGTAGG Vezana koagulaza 
c1fa-r TTTCAGGGTCAATATAAGC 
 
Zapremina svake smeše za reakciju PCR je 20µl. U sastav smeše ulazile su sledeće 
komponente: DTE mmix 2x (Invitrogen) 10µl (koji po reakciji sadrţi: po 200µM 
trifosfat nukleotida dNTP, 1U Taq DNA polimeraze 5U/µl, 2mM MgCl2 i 4µl 10x 
pufera), prajmeri c1fa-f 0,2µl i c1fa-r 0,2µl. Uzorak DNK 1,3µl i voda za PCR 8,3µl.  
Uslovi izvoĊenja PCR su dati u tabeli 9. Za odreĊivanje veliĉine fragmenata korišćen je 
marker GeneRuler DNA Ladder Mix SM0331 (Thermo Scientific, SAD). 
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Tabela 9. Uslovi reakcije PCR identifikaciju vezane koagulaze 
Faza Temperatura (
o
C) Vreme (minut) Ciklus 
Inicijalna denaturacija 94 5 1 
Denaturacija 94 1 35 
Povezivanje 58 1 
Izduživanje 72 1,5 
Krajnje izduživanje 72 6 1 
B. Gen koji kodira proizvodnju slobodne koagulaze coa ispitivan je metodom PCR 
prema protokolu Kalorey i saradnika (2007).  
Zapremina i sastav smeše za PCR su dati u poglavlju 4.2.1.4. A.  





Sekvenca 5’ – 3’ Dokazivanje 
coa f 627,710,910 ATAGAGATGCTGGTACAGG  Tip koagulaze 
coa r GCTTCCGATTGTTCGATGC 
Izolacija DNK, ureĊaji i aparati za PCR, kao i bojenje ampifikovanih fragmenata DNK 
u agaroznom gelu opisani su u poglavlju 4.2.1.3, a korišćeni prajmeri, njihova sekvenca 
i veliĉina u tabeli 10. Uslovi izvoĊenja PCR su dati u tabeli 11.  
Tabela 11. Uslovi reakcije PCR za ispitivanje coa gena 
Faza Temperatura (
o
C) Vreme (minut) Ciklus 
Inicijalna denaturacija 94 5 1 
Denaturacija 94 1 30 
Povezivanje 58 1 
Izduživanje 72 1,5 





4.2.2. Ispitivanje osetljivosti kliničkih izolata S. aureus na antimikrobne 
supstance  
Ispitivanje osetljivosti kliniĉkih sojeva S. aureus izolovanih iz mleka krava na 
antibiotike i sulfonamide izvršeno je disk difuzionom metodom, a mikrodilucionom 
metodom u bujonu ispitana je osetljivost svih izolata na kontrolne antibiotike: 
linkomicin, neomicin i kloksacilin. 
4.2.2.1. Ispitivanje osetljivosti metodom disk difuzije 
Osetljivost izolata S. aureus ispitana je disk difuzionom metodom prema standardu 
CLSI (Clinical i Laboratory Standards Institute) M02-A11 (CLSI, 2012), a 
interpretativne kategorije tumaĉene su prema standardu M100-S24 (CLSI, 2014) za 
antibiotike navedene u njemu, a za preostale antibiotike interpretativne kategorije su 
tumaĉene prema uputstvu proizvoĊaĉa. Izbor antibiotika je baziran na dostupnim 
preparatima za lokalnu terapiju vimena, mastinjektorima u Srbiji (ALIMS, 2014b). 
Ispitivanje je izvršeno antibiogram diskovima (Becton, Dickinson i company, SAD): 
penicilin (10 i.j), cefoksitin (30µg), tetraciklin (30µg), neomicin (5µg), trimetoprim-
sulfametoksazol (1.25-23.75µg), amoksicilin-klavulanska kiselina (20-10µg) i 
linkomicin (2µg). Ploĉe su inkubirane 24h na temperaturi od 37
o
C u aerobnim uslovima 
u termostatu (Sutjeska, Srbija). Rezultati su dobijeni merenjem preĉnika zona inhibicije 
a interpretativne kategorije su odreĊene prema standardu (CLSI, 2014).  
4.2.2.2. Ispitivanje osetljivosti mikrodilucionom metodom u bujonu  
Za ispitivanje osetljivosti bakterija na kontrolne antibiotike korišćen je mikrodilucioni 
test u bujonu predviĊen standardom M26-A (NCCLS, 1999). U sterilne mikrotitracione 
ploĉe sa 96 bunarĉića (Spektar, Srbija) uliveno je po 100µl CAMHB osim u prvu 
kolonu. Antibiotici linkomicin, neomicin i kloksacilin (Sigma-Aldrich, SAD) su 
rastvoreni odgovarajućim rastvaraĉima prema standardu CLSI (CLSI, 2014) i 
pripremljeni za rad razblaţivanjem do koncentracije od 128µg/ml u Miler-Hinton II 
bujonu. Mikrotitracione ploĉe su pripremljene za rad dodavanjem po 100µl rastvora 
aktivne supstance i u prvu i drugu kolonu i dvostrukim razblaţivanjem u preostale 
kolone. Koncentracija antibiotika se kretala od 128µg/ml do 0,0625µg/ml u 12 
bazenĉića mikrotitracione ploĉe. 
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Bakterijski inokulum je pripreman prema standardu M7-A7 (CLSI, 2006) 
suspendovanjem kolonija sa ĉvrste podloge u sterilni fiziološki rastvor do koncentracije 
bakterijskih kolonija (colony-forming unit) 1-2x10
8 
cfu/ml (McFarland 0,5) i 
razblaţivanjem 1:10 do 1-2x10
7 
cfu/ml. Po 5µl inokuluma zasejano je u svaki bazenĉić, 





negativna kontrola postavljene su mikrotitracione ploĉe bez aktivnih komponenti i ploĉe 
bez bakterijskog inokulima, u poĉetnoj koncentraciji od 256µg/ml. Ploĉe su inkubirane 
24h na temperaturi od 37
o
C pri aerobnim uslovima u termostatu (Sutjeska, Srbija). 
Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) predstavlja najniţu koncentraciju pri kojoj 
nije bilo vidljivog porasta bakterija.  
4.2.3. Ispitivanje sposobnosti produkcije biofilma 
4.2.3.1. Ispitivanje prinosa mase biofilma izolata S. aureus  
Sposobnost stvaranja biofilma je ispitana kod svih izolata S. aureus i to kako na 
fenotipskom nivou merenjem mase biofilma tako i genskom detekcijom ica A i D 
alelnih formi gena koji kodira njegovu produkciju. Izolati koji su pokazali najbolju 
produkciju mase biofilma odabrani su za ispitivanja dejstva aktivnih komponenti 
etarskih ulja na biofilm. Sposobnost formiranja biofilma je ispitana modifikacijom 
ranije opisanih metoda po Vasudevan i saradnicima (2003), Peeters i saradnicima 
(2008), Rodriguesu i saradnicima (2010), Antunes i saradnicima (2011), kao i Farranu i 
saradnicima (2013). 
 
A. Formiranje biofilma  
Za formiranje biofilma kliniĉki izolati i kontrolni sojevi S. aureus su uzgajni u BHI 
bujonu sa dodatkom 2% glukoze preko noći. Mikrotitracione ploĉe (Spektar, Srbija) 
pripremljene su ulivanjem po 50µl CAMHB u sve bazenĉiće. Inokulum je dobijen od 
kolonija suspendovanih u turbiditetu 0,5 McFarlanda 1-2x10
8 
cfu/ml razblaţenog 1:10 u 
sveţoj podlozi. Suspenzija je ulivena u pojedinaĉne bazenĉiće mikrotitracione ploĉe u 
zapremini od 5µl i inkubirana na 37
o
C u trajanju od 24h aerobno u termostatu (Sutjeska, 
Srbija). Nakon inkubacije sadrţaj bazenĉića ispiran je šest puta sa po 50µl fiziološkog 
rastvora (da bi se otklonile bakterije koje slobodne u medijumu).  
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B. Bojenje biofima 
Formirani biofilmovi su fiksirani vazduhom u trajanju od 15min na sobnoj temperaturi. 
Bojenje produkovane biomase vršeno je dodavanjem 50µl rastvora 1% kristal violeta 
(Acros Organic, Belgija). Nakon 15 min inkubacije na sobnoj temperaturi, višak boje je 
ispran, a ploĉa ostavljena da se osuši 30min na sobnoj temperaturi. Kvantitativna 
analiza produkcije biofilma vršena je rastvaranjem taloga kristal violeta sirćetnom 
kiselinom (30% v/v Centrohem,  Srbija) u zapremini od 50µl etanola u svaki bazenĉić i 
nakon 30min oĉitavana je optiĉka gustina obojenog biofilma spektrofotometrom na 
450nm i 570nm (OD). Svi ispitani izolati zasejani su i oĉitani u duplikatu. Srednja 
optiĉka gustina svakog uzorka izraĉunata je aritmetiĉkom sredinom dobijenih rezultata 
merenja (Farran i sar., 2013; Peeters i sar., 2008).  
4.2.3.2. Detekcija icaAD gena za produkciju biofilma  
Identifikacija gena koji kodira produkciju biofilma ica u A i D alelnoj formi vršen je 
motodom PCR prema protokolu po Nasr i saradnika (2012). 
Zapremina i sastav smeše za PCR su dati u poglavlju 4.2.1.4.A. Izolacija DNK, ureĊaji i 
aparati za PCR opisani su u poglavlju 4.2.1.3. Korišćeni prajmeri, njihova sekvenca i 
veliĉina amplifikata predstavljeni su u u tabeli 12.  





Sekvenca 5’ – 3’ Dokazivanje 
icaAD-f 407 TATTCAATTTACAGTCGCAC Gen za formiranje 
biofilma, aleli A i D 
icaAD- r GATTCTCTCCCTCTCTGCCA 
Uslovi izvoĊenja PCR su dati u tabeli 13. Analiza i boljenje ampifikovanih fragmenata 





Tabela 13. Uslovi reakcije PCR za ispitivanje icaAD gena 
Faza Temperatura (
o
C) Vreme (minut) Ciklus 
Inicijalna denaturacija 94 3 1 
Denaturacija 94 1 35 
Povezivanje 58 0:40 
Izduživanje 72 1 
Krajnje izduživanje 72 5 1 
 
4.2.4. Određivanje antimikrobne aktivnosti aktivnih komponenti etarskih 
ulja prema kliničkim izolatima S. aureus 
Antimikrobna aktivnost karvakrola, eugenola, cinamaldehida i timola ispitana je 
mikrodilucionom metodom u bujonu kada su odreĊivane vrednosti minimalne 
inhibitorne koncentracije (eng. minimum inhibitory concentration - MIC) i vrednosti 
minimalne baktericidne koncentracije (eng. minimum bactericidal concentration - 
MBC). MeĊusobni uticaj ispitivanih aktivnih komponenti etarskih ulja na antimikrobnu 
aktivnost ispitivan je metodom šahovske table u bujonu.  
4.2.4.1. Određivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIC)  
OdreĊivanje MIC aktivnih komponenti etarskih ulja karvakrola, eugenola, 
cinamaldehida i timola (Essentico, Srbija, udela aktivne supstance 98,9%, gustine 
1,098g/ml) prema kliniĉkim izolatima S. aureus ne razlikuje se od metode ispitivanja na 
kontrolne antibiotika opisane u poglavlju 4.2.2.2. Koncentracija ispitivanih komponenti 
je bila u rasponu od 1,25µg/ml do 2560µg/ml.  
4.2.4.2. Određivanje minimalne baktericidne koncentracije (MBC) 
Nakon završenog MIC testa na izolatima stafilokoka, kao i na kontrolnim sojevima, 
pristupilo se odreĊivanju MBC. Iz bazenĉića bez vidljivog porasta, koje odreĊuje 
vrednost MIC i iz narednih 4 bazenĉića veće koncentracije aktivne supstance, uzeto je 













































smanjenje broja mikroorganizama za 3 log10 tj.99,9% (NCCLS, 1999). Kako je poĉetni 
broj bakterija 4-5 x 10
5 
cfu/ml najmanja koncentracija aktivne supstance pri kojoj je 
beleţen porast manje od 5 kolonija predstavlja minimalnu baktericidnu koncentraciju. 
Svaki uzorak je ispitan u duplikatu. 
 
 
Šema 4. Inokulacije CAMHA radi dobijanja vrednosti MBC.  
4.2.4.3. Ispitivanje antibakterijskog dejstva aktivnih komponenti etarskih 
ulja u različitim kombinacijama 
Za ispitivanje meĊusobnih interakcija aktivnih komponenti etarskih ulja korišćena je 
modifikovana metoda šahovske table (Verma, 2007). U testu su korišćene dve sterilne 
mikrotitracione ploĉe sa 96 bazenĉića za svaku kombinaciju ispitivanih supstanci. U 
jednu sterilnu mikrotitracionu ploĉu uliveno je po 50µl CAMHB, osim u prvu i 
poslednju kolonu. Po 50 µl rastvora aktivne supstance poĉetne koncentracije 2560µg/ml 
je dodato u prvu i drugu kolonu i istitrirano dvostrukim razblaţivanjem zakljuĉno sa 
predposlednjom kolonom. U drugu mikrotitracionu ploĉu uliveno je po 100µl CAMHB 
(Becton, Dickinson i Company, SAD) osim u prvi i poslednji red. Rastvor druge aktivne 
supstance (B) je uliven u prvi i drugi red, a zatim istitriran dvostrukim razblaţenjem 
zakljuĉno sa predposlednjim redom. Po 50µl prebacivano je iz druge u prvu ploĉu od 
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drugog do poslednjeg reda, osim bazenĉića u poslednjem redu poslednje kolone. 
Koncentracije ispitivanih supstanci su se kretale od 20 µg/ml do 1280µg/ml, odnosno 
od 1,25 µg/ml do 1280µg/ml (šema 5.). Na kraju je uliveno 50µl CAMHB u poslednji 
bazenĉić poslednje kolone koji je sluţio kao kontrola sterilnosti (Ks). Bakterijski 
inokulum je pripremljen prema standardu CLSI M7-A7 stavljanjem kolonija sa ĉvrste 
podloge u sterilni fiziološki rastvor do koncentracije 1-2 x 10
8 
cfu/ml (McFarland 0,5) i 
razblaţivanjem 1:10 do 1-2 x 10
7 
cfu/ml. Po 5µl inokuluma zasejano je u bazenĉiće, što 
je dalo finalnu koncentraciju od 4-5 x 10
5 
cfu/ml u svim bazenĉićima osim u Ks. 
Bazenĉić u prvoj koloni dvanaestog reda sluţio je kao kontrola porasta (Kp).  
Prva ploĉa je inkubirana aerobno 24h na 37
o
C. Nakon 24h je oĉitana vrednost MIC kao 
najmanje razblaţenje aktivne supstance gde nema vidljivog porasta u bazenĉiću. 
Šematski prikaz postavljenih koncentracija supstanca A i B u mikrotitracionoj ploĉi 
prikazan je na šemi 5. Oĉitani su MIC ĉistih supstanci u odgovarajućem redu ili koloni, 
a zatim su oĉitani MIC u kombinacijama. Izraĉunata je frakciona inhibitorna 
koncentracija (FIC) za svaki red prema matematiĉkoj formulaciji: 
 
FIC (A) =
Koncentracija supstance A u kombinaciji




Koncentracija supstance B u kombinaciji
MIC ĉiste supstance B
 
 
Izraĉunata je FIC za celu ploĉu: ΣFIC = FIC A+ FIC B 
Interpretacija rezultata:  
Sinergistiĉko delovanje = ΣFIC je manje ili jednako 0,5. 
Indiferentno delovanje = ΣFIC je veće od 0,5 i manje ili jednako 4. 




Šema 5. Prikaz koncentracija aktivnih supstanci u testu šahovske table 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 
1280 640 320 160 80 40 20 10 5 2,5 1,25 Kp 
1280 1280 1280 1280 1280 1280 1280 1280 1280 1280 1280  
B 
1280 640 320 160 80 40 20 10 5 2,5 1,25  
640 640 640 640 640 640 640 640 640 640 640 1280 
C 
1280 640 320 160 80 40 20 10 5 2,5 1,25  
320 320 320 320 320 320 320 320 320 320 320 640 
D 
1280 640 320 160 80 40 20 10 5 2,5 1,25  
160 160 160 160 160 160 160 160 160 160 160 320 
E 
1280 640 320 160 80 40 20 10 5 2,5 1,25  
80 80 80 80 80 80 80 80 80 80 80 160 
F 
1280 640 320 160 80 40 20 10 5 2,5 1,25  
40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 80 
G 
1280 640 320 160 80 40 20 10 5 2,5 1,25  
20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 40 
H 
2560 1280 640 320 160 80 40 20 10 5 2,5 Ks 
            





4.2.5. Utvrđivanje dužine antibakterijskog delovanja aktivnih komponenti 
etarskih ulja na S. aureus 
Duţina dejstva aktivnih komponenti etarskih ulja ispitana je praćenjem antibakterijskog 
efekta prema referentnim sojevima S. aureus ATCC 25923 u mleku. Mleko u prahu je 
rekonstituisano destilovanom vodom (12,75g ad 100ml) i sterilisano u autoklavu (Rypa, 
Španija). Nakon hlaĊenja na sobnu temperaturu, mleko je pripremljeno u koliĉini od 
25ml u sterilnim posudama sa navojem (à 60ml Dunavplast, InĊija, Srbija). U mleko su 
dodate aktivne supstance u finalnoj koncentraciji na aritmetiĉkoj sredini izmeĊu 
vrednosti MIC i MBC i bakterijski inokulum. Inokulum je pripremljen od kolonija 
starih 24h koje su odrţavane na CAMHA suspendovanih u fiziološkom rastvoru 
turbiditeta 0,5 McFarlanda što predstavlja 1-2x10
8 
cfu/ml. U mleko je dodato po 133µl 
ovako pripremljenog inokuluma i finalna koncentracija je iznosila 6x10
6
 cfu/ml. Radi 
oponašanja zapaljenskog procesa u ţivom organizmu, na 48h, ukupno tri puta (drugog, 
ĉetvrtog i šestog dana) dodavan je inokulum istih karakteristika. Na svakih 24h vršeno 
je brojanje kolonija (Verma, 2007) na CAMHA. Ukoliko je broj bakterija prelazio 10
8
 
cfu/ml, vrednost je zaokruţivana na 10
8
cfu/ml. Broj bakterija je iskazan u 
logaritamskim vrednostima. 
4.2.6. Utvrđivanje inhibitornog dejstva aktivnih komponenti etarskih ulja na 
S. aureus u biofilmu 
Za ispitivanje delovanja aktivnih komponenti etarskih ulja korišćena je studijska 
kolekcija od 20 izolata S. aureus i to izolati: 30, 60, 83, 84, 98, 99, 100, 105, 111, 112, 
116, 118, 119, 120, 122, 127, 129 koji su najpotentnije proizvodili biofilm, kao i 
kontrolni sojevi ATCC 25923, ATCC 43300 i kontrolni soj Biofilm producent BF. 
Dejstvo aktivnih komponenti na biofilm ispitano je na formiranim biofilmovima starim 
24h. Nakon dejstva aktivnih komponenti etarskih ulja merena je vrednost ekstinkcije 
mase biofilmova ili ţivih ćelija biofilma i uporeĊivana sa vrednostima ekstinkcije 
netretiranih biofilmova istog izolata. Dobijenim podacima prikazano je delovanje 




4.2.6.1. Utvrđivanje dejstva aktivnih komponenti etarskih ulja na masu 
biofilma 
 
Nakon 24 h dugog formiranja biofilma postupkom prethodno opisanim u 4.2.4.1.A, u 
mikrotitracionu ploĉu ulivena je ispitivana aktivna komponenta u rasponu koncentracija 
od 80µg/ml do 2560µg/ml. Dejstvo aktivnih komponenti etarskih ulja na masu biofilma 
je ispitano modifikacijom ranije opisanih metoda po Peetersu i saradnicima (2008), 
Nostru i saradnicima (2007), Antunesu i saradnicima (2011), kao i Farranu i 
saradnicima (2013). 
Kao kontrola umesto aktivnih komponenti dodavani su antibiotici linkomicin, neomicin 
i kloksacilin. Biofilmovima u mikrotitracionim ploĉama je posle inkubacije u aerobnim 
uslovima od 24h sa odgovarajućom komponentom etarskog ulja odnosno antibiotika, 
dodavan rastvor kristal violeta prema metodi opisanoj u poglavljiu 4.2.4.1.B. Smanjenje 
mase biofilma je odreĊivano poreĊenjem oĉitanih vrednosti ekstinkcije u bazenĉićima 
bez dodavanja aktivne komponente/antibiotika sa vrednošću ekstinkcije u bazenĉićima 
sa dodatom aktivnom komponentom etarskog ulja/antibiotikom odreĊene koncentracije. 
Optiĉka gustina obojenog biofilma je oĉitavana pomoću spektrofotometra uz upotrebu 
filtera od 450nm i 570nm (OD). Svi ispitani izolati zasejani su i oĉitani u duplikatu. 
Koncentracija aktivne komponente/antibiotika – MIC biofilma koja je dovela do 
smanjenja ekstinkcije biofilma na polovinu vrednosti ekstinkcije kontrolnog 
netretiranog biofilma uzeta je kao kritiĉna koncentracija koja dovodi do smanjenja mase 
biofilma na 50% mase netretiranog biofilma. Smanjenje biofilma je izraĉunato prema 
matematiĉkoj formulaciji:  
 
𝑆𝑚𝑎𝑛𝑗𝑒𝑛𝑗𝑒 𝑚𝑎𝑠𝑒 𝑏𝑖𝑜𝑓𝑖𝑙𝑚𝑎 (%) =  
𝐸𝑘𝑠𝑡𝑖𝑛𝑘𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑡𝑟𝑒𝑡𝑖𝑟𝑎𝑛𝑜𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑓𝑖𝑙𝑚𝑎 
𝐸𝑘𝑠𝑡𝑖𝑛𝑘𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑛𝑒𝑡𝑟𝑒𝑡𝑖𝑟𝑎𝑛𝑜𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑓𝑖𝑙𝑚𝑎
∗ 100  
4.2.6.2. Utvrđivanje baktericidnog dejstva aktivnih komponenti etarskih ulja 
na ćelije biofilma 
Test eradikacije ţivih ćelija biofilma je zasnovan na utvrĊivanju razlike u broju ţivih i 
neţivih ćelija biofilma. Razlika se utvrĊuje kvantitativno merenjem ekstinkcije 
produkata degradacije tetrazolijumske soli - metiltiazoltetrazolium (MTT, Sigma-
Aldrich, SAD) (Saising i sar., 2012). Metoda je zasnovana na sposobnosti vijabilnih 
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ćelija (metaboliĉki aktivnih ćelija), koje sadrţe mitohondrijalnu dehidrogenazu, da 
redukuju 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol bromid (MTT), odnosno da ţuto 
obojeno jedinjenje rastvorljivo u vodi prevedu u ljubiĉasto plave kristale formazana koji 
je nerastvorljiv u vodi. Oĉitavanje reakcije se vrši dodavanjem DMSO i 
spektrofotometrijskim odreĊivanjem vrednosti ekstinkcije. 
Nakon produkcije biofilma starog 24h prema metodi opisanoj u poglavlju 4.2.4.1.A. u 
mikrotitracionu ploĉu uliven je bujon sa odgovarajućom koncentracijom ispitujuće 
aktivne supstance u rasponu od 80µg/ml do 2560µg/ml, istim postupkom koji je 
primenjivan kod ispitivanja smanjenja mase biofilma opisanim u poglavlju 4.2.6.2. Za 
obeleţavanje i kvantifikaciju ţivih ćelija u biofilmu upotrebljeno je po 50µl MTT 
(Sigma-Aldrich, SAD) rastvorenog u PBS (Sigma-Aldrich, SAD). Nakon inkubacije 
preko noći, supernatant je odliven, a kristali formiranog formazana su rastvoreni sa 50µl 
DMSO (Centrohem, Srbija) po bazenĉiću i oĉitani pomoću spektrofotometra sa 
filterima od 450 i 570nm. Sva ispitivanja su uraĊena u duplikatu. Smanjenje ţivih 
bakterija biofilma mereno je uporeĊivanjem vrednosti ekstinkcije u bazenĉićima bez 
dodavanja aktivne i ekstinkcije u bazenĉićima sa odreĊenom koncentracijom aktivne 
komponente etarskog ulja. Koncentracija aktivne materije koja je dovela do smanjenja 
ekstinkcije ţivih bakterija u biofilmu na polovinu vrednosti ekstinkcije netretiranog 
biofilma – MBC biofilma uzeta je kao kritiĉna koncentracija koja dovodi do smanjenja 
broja ţivih ćelija biofilma na 50% broja ćelija netretiranog biofilma. Smanjenje ţivih 
ćelija biofilma je izraĉunato prema matematiĉkoj formulaciji:  
 
𝑆𝑚𝑎𝑛𝑗𝑒𝑛𝑗𝑒 ž𝑖𝑣𝑖𝑕 ć𝑒𝑙𝑖𝑗𝑎 𝑏𝑖𝑜𝑓𝑖𝑙𝑚𝑎  % =  
𝐸𝑘𝑠𝑡𝑖𝑛𝑘𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑡𝑟𝑒𝑡𝑖𝑟𝑎𝑛𝑜𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑓𝑖𝑙𝑚𝑎 
𝐸𝑘𝑠𝑡𝑖𝑛𝑘𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑛𝑒𝑡𝑟𝑒𝑡𝑖𝑟𝑎𝑛𝑜𝑔 𝑏𝑖𝑜𝑓𝑖𝑙𝑚𝑎
∗ 100  
 
4.2.7. Statistička obrada podataka  
Svi dobijeni podaci u ovim ispitivanjima obraĊeni su metodom deskriptivne statistike, a 
u cilju obrade podataka koji su se odnosili na kvantitativnu analizu, rezultati su 
predstavljeni kao srednja vrednost ± standardna devijacija.  
Statistiĉke analize parametrijskih podataka izvršene su pomoću Studentovog t-testa i 
jednosmerne analize varijanse. Višestruko poreĊenje sredina utvrĊeno je primenom testa 
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najmanje znaĉajne razlike (LSD). Neprametrijski podaci su ispitani Kruskal –Wallis 
statistiĉkim testom na postojanje statistiĉke znaĉajnosti izmeĊu dejstva ispitivanih 
aktivnih komponenti etarskih ulja. Statistiĉkim Danovim testom ustanovljeno je izmeĊu 
kojih ispitanih aktivnih komponenti i na kom nivou postoji razlika. Vrednost 
verovatnoće od 0,05 smatrana je znaĉajnom. Sva izraĉunavanja izvršena su primenom 




5.1. Izolacija i identifikacija  
Mikrobiološko ispitivanje vršeno je prema programu redovne kontrole mleka muznih 
krava holštajn-frizijske rase u periodu od marta do juna 2014. godine. Kontrola 
mastitisa obuhvatala je odreĊivanje broja somatskih ćelija u mleku (California mastits 
test), a svi uzorci sa povećanim brojem somatskih ćelija su i mikrobiološki ispitani. Sa 7 
farmi na kojima se drţi 8 500 grla, iz uzoraka mleka uzetih iz pojedinih ĉetvrti vimena 
krava u sluĉajevima kliniĉkih i supkliniĉkih mastitisa izolovano je 113 sojeva koji su po 
svojim karakteristikama odgovarali koagulaza pozitivnim stafilokokama. Od ukupnog 
broja izolovanih koagulaza pozitivnih stafilokoka, za molekularna ispitivanja prisustva i 
tipizacije gena korišćeni su samo izolati S. aureus potvrĊeni metodom PCR. 
5.1.1. Fenotipska identifikacija  
Izolati su imali karakteristiĉan izgled kolonija nakon 24h inkubacije u aerobnim 
uslovima na krvnom agaru: kolonije su bile okrugle, glatke, sjajne, bele ili ţućkasto 
pigmentirane, oko kolonija se pruţala zona potpune hemolize, a katalaza i koagulaza 
testovi su bili pozitivni. Na mikroskopskom preparatu izolati su imali tipiĉan izgled 
koka (0,5-1μm u preĉniku) pozitivnih pri bojenju po Gramu najĉešće u grupama nalik 
grozdovima. Skraćeni biohemijski niz koji je primenjen u radu sastojao se od ONPG 
testa, i ispitivanja fermentacije manitola i maltoze (slike 2 i 3). Za dalji rad odabrani su 
samo koagulaza pozitivni izolati. 
  
Slika 2. ONPG test. Sa leve strane: prve dve 
epruvete negativan test, pozitivan treći i 
neinokulisan test  
Slika 3. Test razgradnje šećera (manitol i 
maltoza). Sa leve strane: prve dve epruvete 
pozitivan, negativan i neinokulisan test 
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Rezultati primarne fenotipske identifikacije skraćenim biohemijskim nizom dati su u 
tabeli 14.  
 
Tabela 14. Rezultati fenotipske identifikacije  
S. aureus S. intermedius S. hyicus Ne identifikovano 
Broj % Broj % Broj % Broj % 
51 45,13 49 43,36 3 2,65 10 8,85 
 
Na osnovu primarne fenotipske identifikacije od ukupno 113 izolata, 51 izolat (45,13%) 
se odlikovao osobinama karakteristiĉnim za S. aureus, dok je 49 izolata (43,36%) 
primarno identifikovano kao S. intermedius, 3 izolata (2,65%) su identifikovana kao S. 
hyicus dok su ostalih 10 izolata (8,85%) opisani kao ostali koagulaza pozitivni 
pripadnici roda Staphylococcus.  
5.1.2. Molekularna identifikacija S. aureus, S. intermedius i S. hyicus  
Molekularna identifikacija zasnovana na razlici nuc gena kod S. aureus, S. intermedius i 
S. hyicus, bila je uspešna kod 103 od ukupno 113 ispitanih izolata. Fotografija 
agaroznog gela nakon PCR, elektroforeze i bojenja prikazana je na slici 4. Rezultati 
molekularne identifikacije prikazani su u tabeli 15.  
 
Tabela 15. Rezultati molekularne identifikacije  
S. aureus S. intermedius S. hyicus Ne identifikovano 
Broj % Broj % Broj % Broj % 
103 91,15 0 0 0 0 10 8,85 
 
UporeĊivanjem fenotipske i genotipske identifikacije pokazalo se da je primenom 
metode mPCR potvrĊena biohemijska identifikacija S. aureus u 47 sluĉajeva (41,59%), 
dok je u 44 sluĉaja (38,94%) mPCR je pokazao identifikaciju S. aureus koji je 
prethodnom biohemijskom identifikacijom svrstan u S. intermedius ili S. hyicus. U 12 
sluĉajeva (10,62%) biohemijski niz nije dao primarnu identifikaciju vrste ali je 
primenom metode mPCR ustanovljeno da je reĉ o S. aureus. Tokom ispitivanja 4 izolata 
(3,54%) biohemijski je identifikovano kao S. aureus što nije potvrĊeno mPCR 
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reakcijom, a 6 izolata (5,41%) su i biohemijski i mPCR svrstani u ostale vrste roda 
Staphylococcus.  
  
U tabeli 16 su prikazane uĉestalosti identifikacije S. aureus kratkim biohemijskim 
nizom dok se svi ostali rezultati vode pod oznakom ostali.  
 
Tabela 16. Meknemar X
2
 test korelacija metoda identifikacije 
Fenotipski PCR Zbir 
 S. aureus Ostali  
S. aureus 47 4 51 
Ostali 56 6 62 
Zbir 103 10 113 
 
Statistiĉkom obradom rezultata dobijenih dobijenih fenotipskom i genotipskom 
identifikacijom prema 𝑋 2 testu po Meknemaru dobijena je vrednost 𝑥2 = 46,81. 
UtvrĊena je statistiĉki vrlo znaĉajna (p<0,01) razlika u identifikaciji S. aureus 
korišćenjem mPCR i kratkog biohemijskog niza, što potvrĊuje znaĉaj molekularnih 
 
Slika 4. Prikaz završene elektroforeze mPCR za identifikaciju S. aureus, S. intermedius i 
S.hyicus M – marker SA – S. aureus ATCC 25923 KB-S. aureus kontrolni soj za proizvodnju 
biofilma MR- S. aureus ATCC 43300 SP- slepa proba 
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metoda u identifikaciji stafilokoka. Od 10 PCR neidentifikovanih izolata koagulaza 
pozitivnih stafilokoka, prema fenotipskim karakteristikama odnosno prema rezultatima 
biohemijskih reakcija to su bili: 5 izolata S. aureus, 4 izolata S. intermedius i 1 izolat S. 
hyicus.  
5.1.3. Detekcija gena za produkciju koagulaze 
U cilju utvrĊivanja genske osnove produkcije koagulaze izvršeno je ispitivanje alelne 
forme gena koji kodira koagulazu (coa). Opseg ispitivanja prethodno navedenim 
prajmerima potvrdila je postojanje coa gena u 3 izoalelne forme i to I (627bp), II 
(710bp) i III (910bp). Na osnovu dobijenih rezultata utvrĊivala se i srodnost ispitanih 
izolata S. aureus. U grafikonu 2 prikazana je uĉestalost izoalelnih formi coa gena. 
 
 
Grafikon 2. Zastupljenost alelnih formi tipova koagulaze 









Slika 5. Prikaz elektroforeze PCR za identifikaciju tipa koagulaze  
M – marker KB-S. aureus kontrolni soj za proizvodnju biofilma SA- S. aureus ATCC 25923  
 
Pri ispitivanju coa gena svih S. aureus sojeva potvrĊenih PCR metodom, najuĉestaliji 
nalaz je bila III izoalelna forma kod 76 (73,77%) izolata, zatim II kod 6 (5,83%) izolata 
i I kod 3 (2,91%) izolata. Ostali izolati - njih 16 (15,53%) pripadali su izoalelnim 
formama koje su van opsega korišćenih prajmera i koji se ne mogu utvrditi bez 
opseţnijeg ispitivanja, dok su 2 (1,94%) izolata davala dvostruki rezultat.  
Izraĉunavanjem dendrograma meĊusobne povezanosti izolata S. aureus dobijen je veliki 
klaster koji obuhvata većinu izolata uslovljen tipom koagulaze i odstupanjima u 
fermentaciji ispitivanih šećera i prisustva enzima β galaktozidaze. Na marginama 
dendrograma se nalaze kontrolni sojevi ATCC 25923 i ATCC 43300 koji vode poreklo 
od ljudi. Izolati distribuirani u grupi oko kontrolnih sojeva su izolati kojima se nije 
mogao utvrditi tip koagulaze primenjenim metodama. Manji broj izolata spada u grupu 
izolata koji ĉine razliĉite potklastere jer su posedovale manje zastupljene tipove 




Grafikon 3. Dendrogram meĊusobne povezanosti izolata S. aureus na osnovu Euklidove 
distance rezultata ispitivanja biohemijskih i genetiĉkih osobina 
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5.2. Ispitivanje osetljivosti kliničkih izolata S. aureus na antimikrobne 
supstance 
Pre ispitivanja dejstva aktivnih komponenti etarskih ulja izvršeno je ispitivanje 
osetljivosti svih izolata S. aureus iz mleka krava obolelih od supkliniĉkih i kliniĉkih 
mastitisa na uobiĉajne animikrobne supstance koje se koriste u terapiji na teritoriji 
Republike Srbije i to primenom dve metode, disk difuzione i mikrodilucione metode u 
bujonu.  
5.2.1. Ispitivanje osetljivosti metodom disk difuzije 
Disk difuziona metoda se zasniva na merenju preĉnika inhibicije rasta uzroĉnika oko 
diska sa antibiotikom i koristi se kao osnovna mikrobiološka metoda u izboru 
adekvatnog antibiotika za terapiju mastitisa. Prilikom statistiĉke obrade rezultata, zone 
inhibicije od 0-7mm su tumaĉene kao 0mm, a 30 i preko 30mm kao 30mm. Na slici 6 




















Slika 6. Šematski prikaz i fotografija ispitivanja osetljivosti disk difuzionom metodom 
Rezultati ispitivanja osetljivosti izolovanih sojeva S. aureus prema antimikrobnim 
sredstvima prikazani su u tabeli 17. 
 





 n % N % n % 
Penicilin 12 10,62 0 0 101 96,19 
Cefoksitin 107 94,69 0 0 6 5,71 
Amoksicilin- 
klavulanska kiselina* 
99 87,61 0 0 14 13,33 
Cefaleksin* 96 84,96 8 7,08 9 8,57 
Tetraciklin 106 93,81 3 2,65 4 3,81 
Linkomicin** 108 95,58 0 0,00 5 4,42 
Neomicin* 91 80,53 16 14,16 6 5,71 
Trimetoprim-
sulfametoksazol 
112 99,12 1 0,88 0 0 
*preporuka proizvoĊaĉa antibiogram diskova **preporuka (Petrovski i sar., 2015) 
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Ispitivanjem izolata S. aureus disk difuzionom metodom prema 8 antimikrobnih 
sredstava, koji se najĉešće koriste kod mastitisa krava, utvrĊena je osetljivost kod 6 
odnosno 5,31% izolata, što je prikazano na grafikonu 4. Rezistencija prema jednom, 
odnosno osetljivost prema 7 hemoterapeutika ispoljilo je 72 odnosno 63,72% izolata i to 
uglavnom prema penicilinu G. Na dve ispitane antimikrobne supstance rezistenciju je 
ispoljilo 22 (19,47%) izolata. Rezistenciju na 3 anitibiotika pokazala su 6 izolata što ĉini 
(5,31%). Na više od 3 ispitana antibiotika, rezistenciju je pokazao 1 izolat (0,88%), koji 
je osim rezistencije na β laktamske antibiotike pokazao i rezistenciju na tetraciklin. 
Intermedijarnu osetljivost je pokazalo ukupno 23, što ĉini 20,32% izolata, i to najĉešće 
na neomicin 16 odnosno 14,16% izolata. Šest izolata su bila intermediarno osetljiva na 




Grafikon 4. Rezistentni izolati prema broju antimikrobnih supstanci 
 
Ispitivanjem osetljivosti izolata S. aureus izolovanih iz uzoraka mleka na penicilin G 
ustanovljena je rezistencija kod 96,19% sojeva. Preĉnik zone inhibicije cefoksitina u 
proseku je iznosio 25,96mm, dok je rezistenciju pokazalo 6 izolata (5,71%), od kojih 2 
(1,77%) su pokazala rezistenciju i na tetraciklin. Na kombinaciju amoksicilina i 











zone inhibicije od 23,93mm. Na cefaleksin rezistentno je bilo 9 izolata (8,57%), a u 
ispitujućoj kolekciji srednja vrednost zone inhibicije je bila 21,10mm.  
Rezistenciju prema tetraciklinu je ispoljilo 4 izolata (3,81%) a srednja vrednost zone 
inhibicije je bila 23,93mm. Na neomicin je rezistentno 6 izolata (5,71%), a srednja 
vrednost zone inhibicije je iznosila 18,44mm. Ispitivani izolati su dali srednju vrednost 
zone inhibicije od 19,98mm prema linkomicinu. Na kombinaciju trimetoprima sa 
sulfametoksazolom nije bilo rezistencije uz srednju vrednost zone inhibicije od 
27,44mm. 
5.2.2. Ispitivanje osetljivosti mikrodilucionom metodom u bujonu  
Ispitivanjem osetljivosti S. aureus mikrodilucionom metodom u bujonu dobijeni su 
rezultati za kontrolne antibiotike: linkomicin, neomicin i tetraciklin (slika 7). Od 
antibiotika delovanje u najmanjoj koncentraciji je ispoljio kloksacilin u koncentraciji od 
0,31±0,3µg/ml, zatim linkomicin (0,98±0,61µg/ml) i neomicin (1,78±0,86µg/ml). 
Kloksacilin je pokazao MIC50 u koncentraciji 0,06µg/ml, zatim linkomicin (0,25µg/ml) 












Slika 7. Šematski prikaz i fotografija ispitivanja osetljivosti difuzionom metodom u 
bujonu 
 

























Srednja vrednost 0,98 1,78 0,31 
Geometrijska sredina 0,37 0,41 0,03 
Minimum ≤0,06 ≤0,06 ≤0,06 
Maksimum 64 64 32 
MIC50 0,25 0,5 0,06 
MIC90  0,5 1 0,06 
Modus  0,5 1 ≤0,06 
Standardna devijacija 6,241 8,849 3,123 
Standardna greška 0,61 0,86 0,30 
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Najveću homogenost kod antibiotika imao je kloksacilin ĉija se najĉešće izmerena 
vrednost MIC ≤0,06µg/ml poklopila sa 97,14% izolata, zatim slede linkomicin sa MIC 
0,5µg/ml u 46,67% izolata i neomicin sa vrednošću MIC od 1µg/ml u 39,05% izolata.  
Minimalnu baktericidnu koncentraciju kontrolnih antibiotika pokazao je kloksacilin sa 
3,23µg/ml, zatim linkomicin 83,81µg/ml i neomicin 98,21µg/ml. 
5.3. Ispitivanje sposobnosti produkcije biofilma 
5.3.1. Ispitivanje prinosa mase biofilma izolata S. aureus 
Ispitivanje izolata S. aureus na proizvodnju biofilma izvršeno je sa ciljem sagledavanja 
sposobnosti produkcije biofilma. Svim izolatima je kvantifikovan prinos biofima tokom 
24h bojenjem kristal violetom i merenjem ekstinkcije dobijenog biofilma. U tabeli 19 
zbirno su prikazane vrednosti produkcije biofilma ispitanih izolata. Distribucija izolata 
prema prinosu mase biofilma, prikazana je na grafikonu 5 
Tabela 19. Rezultati ispitivanja produkcije biofilma izolata S. aureus 
Minimum Maksimum Srednja vrednost Koeficijent varijacije 
0,056 0,144 0,084 17,65 % 
 
 
Grafikon 5. Distribucija izolata prema sposobnosti stvaranja biofilma 
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Distribucija izolata S. aureus prema sposobnosti stvaranja biofilma ukazuje da je 
najveći broj izolata imao ekstinkciju 0,07 do 0,08 i da je 14% izolata imalo ekstinkciju 
preko 0,1. Fenotipskim ispitivanjem biomase biofilma dobijeni su rezultati na osnovu 
kojih je izvršen izbor najpotentnijih izolata za testove dejstva aktivnih komponenti 
etarskih ulja na masu biofilma i za ispitivanje dejstva aktivnih komponenti etarskih ulja 
na ţive ćelije biofilma.  
5.3.2.  Identifikacija icaAD gena za produkciju biofilma 
Pored fenotipskog ispitivanja biofilma, sprovedeno je i ispitivanje prisustva ica gena u 
alelnim formama A i D primenom PCR metode, a dobijeni rezultati prikazani su na 
grafikonu 6. i slici 8. Alelne forme A i D ica gena utvrĊene su kod 89 (78,76%) izolata, 
a kod 14 izolata pored tipiĉne trake prilikom elektroforeze ustanovljena je i nespecifiĉna 














Slika 8. Fotografija elektroforeze ispitivanja prisustva gena za produkciju biofilma AD ica 
gena (izolati, SPAJK – spojena dnk Escherichia .coli, Enterococcus faecalis i Streptococcus 
agalatiae, SA-S. aureus ATCC 25923, MR-S. aureus ATCC 43300, KB-S. aureus producent 
biofilma) 
5.4. Određivanje antimikrobne aktivnosti aktivnih komponenti 
etarskih ulja prema kliničkim izolatima S. aureus  
Ispitivanje antimikrobne aktivnosti aktivnih komponenti etarskih ulja prema S. aureus je 
izvršeno korišćenjem više metoda. Mikrodilucionom metodom u bujonu odreĊena je 
vrednost MIC i MBC, a meĊusobni odnos ispitivanih aktivnih komponenti etarskih ulja 
na antimikrobnu aktivnost ispitan je metodom šahovske table u bujonu. Duţina 
antimikrobnog delovanja odreĊena je time-kill metodom u mleku. Delovanje aktivnih 
komponenti na biofilm prouĉavano je ispitivanjem koncentracija koje smanjuju masu 
biofilma i ispitivanjem minimalne baktericidne koncentracije aktivnih komponenti koja 
dovodi do smanjenja ţivih bakterijskih ćelija biofilma (MIC netretiranog biofilma i 
MBC netretiranog biofilma).  
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5.4.1. Određivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) 
Dobijeni rezultati ispitivanja antimikrobnog dejstva aktivnih komponenti etarskih ulja  
karvakrola, eugenola, cinamaldehida i timola prema svim sojevima Staphylococcus 
aureus izolovanih u sluĉajevima mastitisa krava prikazani su u tabeli 20. 
 
Tabela 20. Prikaz vrednosti minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) ispitivanih 
aktivnih supstanci  
 Karvakrol Eugenol Cinamaldehid Timol 
Srednja vrednost 237,7 271,6 161,5 306,5 
Geometrijska sredina 206,7 234,6 134,8 269,5 
Minimum 40 40 40 20 
Maksimum 640 2560 2560 2560 
MIC50 320 320 160 320 
MIC90  320 320 160 320 
Modus  320 320 160 320 
Standardna devijacija 110,4 244,3 239,9 240,4 
Standardna greška 10,77 23,84 23,41 23,46 
 
Ispitivanjem antimikrobnog dejstva aktivnih komponenti etarskih ulja najpotentnije 
dejstvo je ustanovljeno kod cinamaldehida sa srednjom vrednošću od 
161,5±23,41µg/ml, zatim kod karvakrola sa 237,7±10,77µg/ml i eugenola sa srednjom 
vrednošću od 271,6±23,84µg/ml (tabela 20). Najveću srednju vrednost minimalne 
inhibitorne koncentracije, odnosno najslabije antimikrobno dejstvo, pokazao je timol sa 
306,5±23,46µg/ml. Minimalna inhibitorna koncentracija koja deluje na 50% izolata 
(MIC50) je najmanja kod cinamaldehida 160µg/ml, dok su ostale tri komponente 
etarskih ulja priliĉno ujednaĉene sa 320µg/ml. Vrednosti minimalne inhibitorne 
koncentracije koje deluju na 90% izolata (MIC90) su jednake vrednostima MIC50. 
Homogenost dobijenih vrednosti se ogleda u udelu izolata ĉija se vrednost MIC poklapa 
sa najuĉestalijom vrednošću (modusom), što je u sluĉaju karvakrola 56,19% izolata, 
eugenola 52,38% izolata, cinamaldehida 70,48% izolata, dok se MIC timola poklapa sa 
modusom kod 74,29% izolata.  
 81 
Distribucija minimalne inhibitorne koncentracije je prikazana normalnim krivama na 

































































































 Grafikon 10. Distribucija minimalne inhibitorne koncentracije timola 
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Fridmanovim statistiĉkim testom ustanovljeno je postojanje statistiĉke znaĉajnosti 
izmeĊu dejstva ispitivanih aktivnih komponenti etarskih ulja na nivou p<0,01. 
Statistiĉkim Danovim testom je ustanovljena statistiĉki znaĉajna razlika na nivou od 
p<0,01 izmeĊu: eugenola i cinamaldehida, karvakrola i cinamaldehida i timola i 
cinamaldehida, dok je statistiĉki znaĉajna razlika na nivou p<0,05 ustanovljena u 
dejstvu eugenola i timola. Statistiĉka razlika nije ustanovljena izmeĊu dobijenih 
rezultata MIC eugenola i karvakrola, kao ni izmeĊu timola i karvakrola što je prikazano 
u tabeli 21.  
5.4.2. Određivanje minimalne baktericidne koncentracije (MBC)  
Ispitivanje minimalne baktericidne koncentracije je vršeno na studijskoj kolekciji koja 
se koristila za ispitivanje dejstva biofilmova. Izgled Petrijeve ploĉe u ispitivanju MBC 
prikazan je na slici 9. MeĊu ispitivanim aktivnim komponentama etarskih ulja 
najpotentije baktericidno dejstvo pokazao je cinamaldehid sa srednjom vrednošću od 
680µg/ml, zatim slede karvakrol sa 857,4µg/ml i eugenol 1086,2µg/ml. Najveću srednju 
vrednost za minimalnu baktericidnu koncentraciju pokazao je timol sa 1106,5µg/ml, što 
je prikazano u tabeli 22.  
 
Tabela 21. Prikaz statističke značajnosti u meĎusobnom poreĎenju aktivnosti aktivnih 
supstanci u ispitivanju minimalne baktericidne koncentracije (MIC)  
 
Karvakrol Eugenol Cinamaldehid Timol 
Karvakrol  NS ** NS 
Eugenol NS  ** * 
Cinamaldehid ** **  ** 
Timol NS * **  
NS – bez statistički značajne razlike * * - statistička značajna razlika (p<0,05)  
** - statistički vrlo značajna razlika (p<0,01) 
 84 
 
Slika 9. Brojanje kolonija pri izraĉunavanju minimalne baktericidne koncentracije (MBC)  
 
Tabela 22. Prikaz uporednih vrednosti minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) i 
minimalne baktericidne koncentracije (MBC) ispitivanih aktivnih supstanci  
 Karvakrol Eugenol Cinamaldehid Timol 
MIC 237,7 271,6 161,5 306,5 
MBC 857,4 1086,2 680,0 1106,5 
Odnos MBC / MIC 3,607 3,999 4,211 3,610 
 
5.4.3. Ispitivanje antibakterijskog dejstva aktivnih komponenti etarskih ulja 
u različitim kombinacijama 
Za ispitivanje meĊusobnog uticaja aktivnih komponenti etarskih ulja korišćena je 
metoda šahovske table. Ispitano je ukupno 4 aktivne komponente etarskih ulja, svih 6 
kombinacija aktivnih supstanci tako da je svaka od supstanci ispitana u kombinaciji sa 
ostalim supstancama. Prilikom ispitivanja svakog para supstanci korišćeno je po 77 
razliĉitih kombinacija koncentracija, što ukupno daje 462 ispitane kombinacije razliĉitih 
aktivnih komponenti i razliĉitih koncentracija. Koncentracije pojedinaĉnih ispitanih 
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supstanci su se kretale od 20 µg/ml do 1280µg/ml, odnosno od 1,25 µg/ml do 
1280µg/ml.  
Ispitivanjem antibakterijskog dejstva kombinacija etarskih ulja u razliĉitim 
koncentracijama dobijeno je 50 vrednosti individualnih frakcionih inhibitornih 
koncentracija (FIC). Ukupno je otkriveno 7 sinergistiĉkih kombinacija, od ĉega su 6 
imale graniĉni aditivni sinergizam sa vrednošću FIC od 0,5, dok je jedino kombinacija 
karvakrola i eugenola u koncentracijama od po 20µg/ml sa vrednošću FIC 0,312 
ukazala na postojanje jakog supraaditivnog sinergizma. 
Karvakrol i eugenol su ispoljili srednju vrednost FIC 0,739. Najniţi FIC, odnosno 
najbolje sinergistiĉko slaganje koje je bilo na graniĉnoj vrednosti, iznosio je 0,312 pri 
20µg/ml karvakrola i 80µg/ml eugenola. Vrednost FIC od 0,5 je postignuta pri 
kombinaciji 20µg/ml karvakrola i 40µg/ml eugenola Ove dve aktivne komponente dale 
su FIC od 1,06 pri kombinaciji od 5µg/ml karvakrola i 320µg/ml eugenola, što je 
prikazano u šemi 6.  
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Šema 6. Šematski prikaz dobijenih rezultata u ispitivanju antibakterijskog dejstva karvakrola i 
eugenola 
 
U kombinaciji karvakrola i cinamaldehida nije zabeleţen sinergizam, a vrednost FIC je 
iznosila 0,58. Za pojedinaĉne kombinacije vrednost FIC je imala vrednost od 0,5 u 
kombinacijama od 1,25µg/ml i 2,5µg/ml cinamaldehida sa 40µg/ml karvakrola a 
najlošije slaganje je dobijeno pri kombinaciji 160µg/ml cinamaldehida i 20µg/ml 
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Šema 7. Šematski prikaz dobijenih rezultata u ispitivanju antibakterijskog dejstva karvakrola i 
cinamaldehida.  
Kombinacija karvakrola i timola je imala srednju vrednost FIC od 0,54. Najbolje 
slaganje je ispoljila kombinacija 20µg/ml karvakrola i 40µg/ml timola uz vrednost FIC 
0,5, a najlošiji rezultat bio je 0,625 u kombinaciji 20µg/ml timola i 40µg/ml karvakrola. 
Ova kombinacija je ispoljila pribliţno uniforman rezultat u svim ispitivanim 
kombinacijama, što se moţe videti u šemi 8. 
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Šema 8. Šematski prikaz dobijenih rezultata u ispitivanju antibakterijskog dejstva karvakrola i 
timola 
 
U kombinaciji eugenola i cinamaldehida dobijene su vrednosti koje ukazuju na blaţe 
sinergistiĉko dejstvo, vrednosti FIC su bile blizu granice sinergizma 0,556 pri 
kombinaciji od 160 µg/ml cinamaldehida i 20 µg/ml eugenola, ali je vrednost FIC išla i 
do 2,03 pri 10 µg/ml cinamaldehida i 640 µg/ml eugenola, što je prikazano šemom 9. 
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Ukupna srednja vrednost kombinacija u svim ispitanim koncentracijama je iznosila 
1,19. 
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Šema 9. Šematski prikaz dobijenih rezultata u ispitivanju antibakterijskog dejstva eugenola i 
cinamaldehida  
 
U kombinaciji eugenola i timola srednja vrednost FIC je iznosila 1,252. Pojedinaĉno se 
kretala u rasponu od 0,63 u kombinaciji od 80µg/ml timola i 40 µg/ml eugenola do 4,25 
pri 20µg/ml timola i 1280µg/ml eugenola, što je prikazano šemom 10. 
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Šema 10. Šematski prikaz dobijenih rezultata u ispitivanju antibakterijskog dejstva eugenola i 
timola 
 
U kombinaciji cinamaldehida i timola vrednost FIC je iznosila 0,535µg/ml a 
pojedinaĉne vrednosti su se kretale u rasponu od 0,5 u kombinacijama od 1,25µg/ml 
cinamaldehida i 40µg/ml timola, kao i kombinaciji od 80 cinamaldehida i 20µg/ml 
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timola. Najveću vrednost FIC 0,63 je imala kombinacija od 40 µg/ml cinamaldehida i 
40µg/ml timola što je prikazano na šemi 11.  
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Šema 11. Šematski prikaz dobijenih rezultata u ispitivanju antibakterijskog dejstva 
cinamaldehida i timola 
Pregled vrednosti dobijenih frakcionih inhibitornih koncentracija (FIC) znaĉajnijih 
kombinacija ispitivanih aktivnih komponenti etarskuh ulja prikazan je u tabeli 23. 
 
Tabela 23. Vrednosti dobijenih frakcionih inhibitornih koncentracija (FIC) u značajnijim 
kombinacijama aktivnih komponenti etarskih ulja.  
Vrednost FIC Broj kombinacija Aktivna supstance (µg/ml) 
< 0,5 1 Karvakrol (20) Eugenol (80) 











Timol (20)  
0,51 - 1 27   
1,01 - 4 15   




5.5. Utvrđivanje dužine antibakterijskog delovanja aktivnih 
komponenti etarskih ulja na S. aureus 
Ispitivanje duţine dejstva aktivnih supstanci pokazuje u kom vremenskom periodu se 
oĉekuje dejstvo, odnosno kada se oĉekuje slabljenje dejstva aktivne materije. Aktivnost 
komponenti etarskih ulja u funkciji vremena ispitivana je dilucionom metodom u mleku 
kao ciljnom medijumu za delovanje protiv infekcije. Koncentracije ispitanih aktivnih 
komponenti su odabrane tako da ne dovode do baktericidnog efekta, a reinokulacijom 
uzroĉnika 2., 4., i 6. dana simuliran je priliv bakterija iz inficiranog vimena u mleko.  
Rezultati ispitivanja duţine dejstva aktivnih supstanci prikazani su slikom 9, tabelom 
24, i grafikonom 11.  
Broj bakterija u kontroli bez aktivnih materija je porastao u toku 48h na preko 8 log10 
bakterija/ ml. Antibiotik linkomicin je nakon 24h delovao u zadatoj koncentraciji kada 
je smanjio broj bakterija ispod nivoa detekcije. Narednog dana, odnosno 48h nakon 
poĉetka ispitivanja, broj bakterija je dostigao nivo poĉetnog inokuluma, a u narednih 
24h prešao je 8 log10 cfu/ml.  
 
 




Tabela 24. Broj bakterija (cfu log10) u zavisnosti od dužine inkubacije i aktivne materije  
 
Karvakrol Eugenol Cinamaldehid Timol Llinkomicin Kontrola 
0 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 
1 0,00 4,74 0,00 4,70 0,00 6,91 
2* 0,00 5,96 0,00 5,56 6,96 8,20 
3 0,00 8,20 0,00 5,80 8,20 8,20 
4* 0,00 8,20 0,00 5,78 8,00 
 5 0,00 8,20 0,00 7,96 8,20 
 6* 0,00 8,52 0,00 8,70 9,21 
 7 1,50  3,63  
  8 2,60  0,00  
  9 2,60  4,06  
  10 3,33  3,33  
  11 1,78  2,58  
  12 1,30  1,78  
  13 2,51  2,34  
  






Grafikon 11. Dejstvo aktivnih komponenti etarskih ulja na S. aureus 
 
Karvakrol je u prvih 24h inkubacije sveo broj bakterija ispod nivoa detekcije i taj nivo 
je odrţavan do treće reinokulacije, odnosno šestog dana ispitivanja. Tokom sedmog 
dana ogleda, broj bakterija se popeo na 2,6 log10, što su vrednosti oĉitane 8. i 9. dana, a 
desetog dana broj bakterija dostiţe maksimum od 3,3 log10 cfu/ml, nakon ĉega se 
smanjuje na 1,3 log10 cfu/ml. Poslednjeg dana broj bakterija je iznosio 2,51 log10 cfu/ml.  
Eugenol je smanjio poĉetni inokulum sa 6 log10 cfu/ml na 4,74 log10 cfu/ml nakon 24h, 
ali nakon prve reinokulacije nije pokazao antimikrobno dejstvo i tokom narednog 
brojanja, odnosno nakon 72h od poĉetka ispitivanja, broj bakterija je dostigao 8 log10 
cfu/ml.  
Cinamaldehid je oborio broj bakterija ispod nivoa detekcije u prvih 24h i taj nivo je 
ostao sve do 7. dana, kada je nakon reinokulacije zapaţen porast broja bakterija na 3,63 
log10 cfu/ml. Nakon 24h inkubacije od treće reinokulacije, odnosno 8. dana ispitivanja 
broj bakterija se ponovo sveo ispod nivoa detekcije. Tokom devetog dana ispitivanja 
broj bakterija je dostigao maksimalnu vrednost od 4,06 log10 cfu/ml. Do završetka 
ispitivanja broj bakterija je lagano opadao do 1,78 log10 cfu/ml ali nije spao ispod nivoa 
detekcije. Jedino je tokom 13. dana ogleda došlo je do spontanog porasta broja bakterija 


















Timol je smanjio broj bakterija nakon 24h inkubacije na 4,70 log10 cfu/ml, a onda je 
vrednost broja bakterija lagano rasla da bi pri brojanju 5. dana ogleda dosegnut nivo 
poĉetnog inokuluma od 6 log10 cfu/ml. Tokom 6. dana ogleda broj bakterija je prešao 8 
log10 cfu/ml. Tokom trajanja ogleda timol nije uspeo da spusti koncentraciju bakterija 
ispod nivoa detekcije  
Tokom ispitivanja duţine dejstva antimikrobnih supstanci primećena je pojava grušanja 
mleka usled enzimske aktivnosti bakterija.  
 
 
Slika 10: Formiranje gruša usled enzimske aktivnosti bakterija tokom ispitivanja duţine dejstva 
antimikrobnih supstanci.  
5.6. Utvrđivanje inhibitornog dejstva aktivnih komponenti etarskih 
ulja na S. aureus u biofilmu 
Ispitivanje dejstva aktivnih komponenti etarskih ulja na biofilm S. aureus izvršeno je 
utvrĊivanjem inhibitornog dejstva aktivnih komponenti etarskih ulja na masu biofilma 
S. aureus kao i utvrĊivanjem njihovog baktericidnog dejstva na ćelije biofilma S. 
aureus.  
Uticaj aktivnih komponenti etarskih ulja karvakrola, eugenola, cinamaldehida i timola 
na masu i ćelije biofilma ispitan je na studijskoj kolekciji od 20 sojeva S. aureus 
izolovanih od supkliniĉkog mastitisa krava (sojevi oznaĉeni brojevima 30, 60, 83, 84, 
98, 99, 100, 105, 111, 112, 116, 118, 119, 120, 122, 127, 129) kao i kontrolnih sojeva 
ATCC 25923, ATCC 43300 i kontrolnog soja sa intezivnom produkcijom biofilma 
(BF).   
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5.6.1. Utvrđivanje dejstva aktivnih komponenti etarskih ulja na masu 
biofilma  
Dejstvo aktivnih komponenti etarskih ulja na masu biofilma ispitivano je na formiranom 
biofilmu starom 24h. Nakon inkubacije biofilma sa dodatom aktivnom komponentom 
etarskih ulja u trajanju od 24h, vršeno je merenje vrednosti ekstinkcije biofilma koja je 
zatim uporeĊivana sa vrednošću ekstinkcije netretiranog biofilma istog izolata. Rezultati 
ispitivanja inhibitornog dejstva aktivnih komponenti etarskih ulja na masu biofilma S. 
aureus prikazani su na slikama 11, 12 i tabelama 25 i 26. 
 
Slika 11. Fotografija ispitivanja MIC biofilma – inhibicija formiranja biomase biofilma pod 
dejstvom ispitivanih aktivnih supstanci  
  
Slika 12. Fotografije ispitivanja MIC biofilma tokom bojenja i nakon ispiranja  
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1 640 1280 80 640 ≥8 ≥8 0,25 
2 640 1280 1280 1280 4 ≥8 ≥2 
3 1280 1280 ≥2560 ≥2560 ≥8 ≥8 ≥2 
4 160 80 80 80 0,5 0,5 0,0125 
5 1280 2560 2560 ≥2560 ≥8 ≥8 ≥2 
6 160 80 80 80 0,5 0,5 0,5 
7 1280 2560 2560 ≥2560 ≥8 ≥8 ≥2 
8 640 1280 2560 ≥2560 ≥8 ≥8 ≥2 
9 1280 1280 1280 640 ≥8 ≥8 ≥2 
10 ≥2560 ≥2560 2560 ≥2560 ≥8 ≥8 2 
11 2560 ≥2560 ≥2560 ≥2560 ≥8 ≥8 ≥2 
12 640 1280 2560 640 8 8 ≥2 
13 640 1280 1280 2560 ≥8 ≥8 2 
14 160 640 ≥2560 ≥2560 ≥8 4 0,25 
15 640 2560 ≥2560 1280 ≥8 ≥8 ≥2 
16 ≥2560 ≥2560 2560 ≥2560 ≥8 ≥8 ≥2 
17 640 1280 1280 640 2 ≥8 ≥2 
18 160 80 160 640 ≥8 ≥8 1 
19 2560 160 640 320 4 2 ≥2 
20 ≥2560 ≥2560 ≥2560 ≥2560 ≥8 ≥8 ≥2 
 
Minimalna koncentracija aktivne supstance pri kojoj vrednost ekstinkcije pada na 
polovinu vrednosti ekstinkcije netretiranog biofilma uzeta je kao kritiĉna koncentracija 
aktivne supstance koja deluje na masu biofilma – MIC biofilma. 
Posmatrano kroz MIC vrednosti biofilma ispitivanih aktivnih komponenti etarskih ulja, 
najpotentnije delovanje na masu biofilma imali su karvakrol sa srednjom vrednošću od 
1152µg/ml, eugenol sa 1460µg/ml a zatim slede timol sa 1592µg/ml i cinamaldehid sa 
1716µg/ml, što je prikazano u tabeli 26 i grafikonu 12.  
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Tabela 26. Pregled koncentracija aktivnih komponenti etarskih ulja u ispitivanju delovanja 
na masu biofilma - MIC biofilma (µg/ml) 
 
Karvakrol Eugenol Cinamaldehid Timol 
Srednja vrednost 
1152 1460 1716 1592 
Geometrijska sredina 
787.9 937 1076 1076 
Minimum 
160 80 80 80 
Maksimum ≥2560 ≥2560 ≥2560 ≥2560 
MIC50 
640 1280 2560 1280 
MIC90 
2560 2560 ≥2560 ≥2560 
Standardna devijacija 
910.4 940.5 1031 1033 
Standardna greška 
203.6 210.3 230.6 231.1 
Koeficijent varijacije (%) 

















































Statistiĉkim uporeĊivanjem dobijenih rezultata izmeĊu aktivnih komponenti Kruskal –
Wallis testom nije dobijena statistiĉki znaĉajna razlika (p=0,47). Usled varijacija u 
koncentracijama koje deluju na biofilm kod razliĉitih izolata, nije pronaĊena statistiĉki 
znaĉajna razlika izmeĊu dejstva aktivnih komponenti etarskih ulja što je prikazano u 
tabeli 27.  
 
 
Odnos srednjih vrednosti MIC i MIC biofilma prikazani su u tabeli 28. 
 
Tabela 28. Odnos srednjih vrednosti MIC biofilma i MIC (µg/ml) 
 Karvakrol Eugenol Cinamaldehid Timol 
MIC biofilma 1152 1460 1716 1592 
MIC 237,7 271,6 161,5 306,5 
MIC 
biofilma/MIC 
4,85 5,38 10,63 5,19 
 
Razlika u odnosu srednjih vrednosti MIC i MIC biofilma je najmanje kod karvakrola 
zatim timola i eugenola, dok je najveća razlika zabeleţena pri dejstvu cinamaldehida. 
5.6.2. Utvrđivanje baktericidnog dejstva aktivnih komponenti etarskih ulja 
na ćelije biofilma 
Baktericidno destvo aktivnih komponenti etarskih ulja ispitano je merenjem ekstinkcije 
formazana koji nastaje prilikom redukcije metiltiatetrazolijuma (MTT) u ţivoj 
bakterijskoj ćeliji. Minimalna koncentracija aktivne supstance koja je dovela do 
Tabela 27. Prikaz statističke značajnosti u meĎusobnom poreĎenju aktivnosti aktivnih 
supstanci u testu smanjenja biofilma - MIC biofilma 
 
Karvakrol Eugenol Cinamaldehid Timol 
Karvakrol  NS NS NS 
Eugenol NS  NS NS 
Cinamaldehid NS NS  NS 
Timol NS NS NS  
NS – bez statistički značajne razlike  
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smanjenja broja ekstinkcije ţivih bakterijskih ćelija za 50% uzeta je kao koncentracija 
koja pokazuje baktericidno dejstvo na ćelije biofilma – MBC biofilma.  
Rezultati ispitivanja dejstva aktivnih komponenti etarskih ulja utvrĊivanjem 
inhibitornog dejstva aktivnih komponenti etarskih ulja na ţive bakterije biofilma S. 
aureus prikazani su u na slici 13 i tabelama 29 i 30. 
 
 





Tabela 29. Baktericidne koncentracije aktivnih komponenti etarskih ulja u 






















































1 ≥2560 1280 ≥2560 1280 ≥8 ≥8 ≥2 
2 640 1280 1280 640 ≥8 8 ≥2 
3 2560 2560 1280 1280 8 8 ≥2 
4 640 1280 1280 640 ≥8 ≥8 ≥2 
5 ≥2560 ≥2560 ≥2560 ≥2560 ≥8 ≥8 ≥2 
6 640 1280 1280 640 ≥8 ≥8 ≥2 
7 640 640 1280 640 2 4 ≥2 
8 640 1280 2560 640 ≥8 8 ≥2 
9 640 1280 1280 640 2 ≥8 ≥2 
10 640 1280 1280 640 2 1 0,06 
11 ≥2560 ≥2560 ≥2560 ≥2560 ≥8 2 ≥2 
12 640 1280 2560 640 0,5 1 ≥2 
13 320 640 640 320 1 0,25 ≥2 
14 1280 1280 2560 1280 8 4 ≥2 
15 ≥2560 ≥2560 ≥2560 ≥2560 ≥8 0,25 ≥2 
16 640 1280 1280 640 2 0,25 2 
17 ≥2560 ≥2560 ≥2560 ≥2560 ≥8 ≥8 ≥2 
18 ≥2560 ≥2560 ≥2560 ≥2560 ≥8 ≥8 ≥2 
19 320 160 320 320 ≥8 ≥8 ≥2 




Tabela 30. Zbirni prikaz vrednosti baktericidne koncentracije ispitanih aktivnih 
komponenti etarskih ulja na ćelije biofilma - MBC biofilma 
  Karvakrol Eugenol Cinamaldehid Timol 
Srednja vrednost 1284 1512 1776 1156 
Geometrijska sredina 905.1 1280 1576 844.5 
Minimum 80,00 160,0 320,0 80,00 
Maksimum ≥2560 ≥2560 ≥2560 ≥2560 
MBC50 640 1280 1280 640 
 MBC90 ≥2560 ≥2560 ≥2560 ≥2560 
Standardna devijacija 985.1 769 766.3 884.2 
Standardna greška 220.3 172 171.3 197.7 
Koeficijent varijacije (%) 76,72% 50,86% 43,15% 76,49% 
 
U testu ispitivanja baktericidne koncentracije ispitivanih supstanci na ćelije biofilma 
dobijene su vrednosti minimalne koncentracije aktivne supstance MBC biofilma pri 
kojoj vrednost ekstinkcije iznosi polovinu vrednosti ekstinkcije netretiranog biofilma 
(kontrole).  
Posmatrano kroz MBC vrednosti biofilma ispitivanih aktivnih komponenti etarskih ulja, 
najpotentnije baktericidno delovanje na ćelije biofilma imali su timol sa srednjom 
vrednošću od 1156µg/ml, karvakrol od 1284µg/ml, eugenol sa 1512µg/ml i na kraju 
cinamaldehid sa 1776µg/ml. Vrednosti koncentracije aktivnih supstanci koje su 
delovale na viabilne ćelije biofilma prikazane su na grafikonu 13. Srednje vrednosti 
koncentracije kontrolnih antibiotika za MBC biofilma isnosile su za linkomicin 













































Grafikon 13. Vrednosti baktericidne koncentracije ispitanih aktivnih komponenti 
etarskih ulja na ćelije biofilma - MBC biofilma. 
 
Statistiĉkim poreĊenjem dobijenih podataka Fridmanovim testom u ispitivanju 
baktericidnog dejstva aktivnih komponenti etarskih ulja na ćelije biofilma, MBC 
biofilma, nije dobijena statistiĉki znaĉajna razlika (p>0,05) izmeĊu ispitanih 
komponenti, što je prikazano u tabeli 31.  
 
  
Tabela 31. Prikaz statističke značajnosti u meĎusobnom poreĎenju aktivnosti aktivnih 
supstanci na viabilne ćelije biofilma - MBC biofilma 
 
Karvakrol Eugenol Cinamaldehid Timol 
Karvakrol  NS NS NS 
Eugenol NS  NS NS 
Cinamaldehid NS NS  NS 
Timol NS NS NS  
NS – bez statistički značajne razlike  
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Odnos vrednosti MBC i MBC biofilma prikazani su u tabeli 32, dok je odnos MIC 
biofilma i MBC biofilma prikazan u tabeli 33. 
 
Tabela 32. Odnos srednjih vrednosti MBC i MBC biofilma (µg/ml) 
 Karvakrol Eugenol Cinamaldehid Timol 
MBC biofilma 1284 1512 1776 1156 
MBC 857,4 1086,2 680,0 1106,5 
MBC biofilma / 
MBC 
1,50 1,39 2,61 1,04 
 
Razlika u odnosu MBC i MBC biofilma je najmanje izraţena pri delovanju timola, 
zatim slede karvakrol i eugenol, dok je najveća razlika nastala pri dejstvu 
cinamaldehida.  
Tabela 33. Odnos srednjih vrednosti MBC i MBC biofilma (µg/ml) 
 Karvakrol Eugenol Cinamaldehid Timol 
MBC biofilma 1284 1512 1776 1156 
MIC biofilma 1152 1460 1716 1592 





6.1. Izolacija i identifikacija S. aureus 
Pre više od 40 godina S. aureus je opisan kao vrlo znaĉajan uzroĉnik mastitisa goveda 
koji dovodi do znaĉajnih problema u proizvodnji mleka. Na ţalost, taj trend je aktuelan i 
u savremenim proizvodnim uslovima jer je S. aureus i dalje u svetu najĉešći izolovani 
patogen kod supkliniĉkih i hroniĉnih mastitisa krava (Philpot, 1979; Nielsen, 2009; 
Tiezzi i sar., 2015)  
Broj izolovanih koagulaza pozitivnih stafilokoka, pre svega S. aureus, u ovom 
istraţivanju prikupljenih sa 7 farmi iz okoline Beograda sa ukupno 8500 mleĉnih krava, 
potvrĊuje ranije naveden stav da je i danas najznaĉajniji uzroĉnik mastitisa u Srbiji 
upravo S. aureus (Vakanjac i sar., 2010; Zutic., 2012; Magaš i sar., 2013; Rajic Savic i 
sar., 2014).  
Tokom prve faze ispitivanja, fenotipskom identifikacijom kratkim biohemijskim nizom 
ustanovljen je veliki broj izolata S. intermedius. IznenaĊujući broj izolata S. intermedius 
se pojavio u prvoj polovini prikupljenih izolata, tako da je u poĉetku bilo više izolata 
identifikovanih kao S. intermedius nego kao S. aureus. U struĉnoj literaturi je 
sporadiĉno opisivan problem identifikacije koagulaza pozitivnih stafilokoka iz mleka 
krava (Pottumarthy i sar., 2004; Smeltzer i Beenken, 2013).  
Vrlo znaĉajna razlika u fenotipskom i molekularnom pristupu identifikaciji potiĉe od 
ONPG testa. Problem je uoĉen prilikom molekularne identifikacije izolata koagulaza 
pozitivnih stafilokoka, kada se pojavilo znaĉajno odstupanje dobijenih rezulata od 
prethodne fenotipske odnosno biohemijske identifikacije vrsta. Iako su prilikom 
izvoĊenja ONPG testa redovno vršene interne kontrole kvaliteta rezultata primenom 
pozitivne i negativne kontrole, referentnih sojeva E. coli ATCC 25922 odnosno S. 
aureus ATCC 25923, oĉitani rezultati ove biohemijske reakcije doveli su do pogrešne 
identifikacije i proglašenja većeg broja izolata kao S. intermedius a ne kao S. aureus. 
Analizom većeg broja radova moţe se zakljuĉiti da kratak biohemijski niz ne 
predstavlja uvek preciznu osnovu za identifikaciju S. aureus, što nameće potrebu 
izvoĊenja proširenog niza reakcija ili primene i drugih metoda identifikacije, kao što su 
serološke i tehnika molekularne biologije. U danas ĉesto primenjivanoj identifikacije S. 
aureus po Šlajferu iz 1986. godine izostavljen je ONPG test, a sama šema se zasniva na 
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bojenju po Gramu, ispitivanju reakcija katalaze, oksidaze, koagulaze plazme kunića, 
hijaluronidaze, fermentacije saharoze, maltoze, manitola, manoze i trehaloze, ispitivanja 
osetljivost na furazolidon, novobiocin kao i rezistencije na bacitracin (Aarestrup i sar. 
1995). Uoĉeni problem sa ONPG testom je doveo do izmene protokola identifikacije 
koagulaza pozitivnih Staphylococcus spp. u laboratoriji za bakteriologiju i mikologiju 
katedre za mikrobiologiju Fakulteta veterinarske medicine u Beogradu.  
Danas se sve ĉešće u identifikaciji mikroorganizama primenjuje PCR metoda, koja se 
zasniva na umnoţavanju specifiĉnog dela genoma u velikom broju kopija i ĉija veliĉina 
fragmenata na elektroforezi se nedvosmisleno povezuje sa odgovarajućom vrstom. Kod 
Staphylocoocus vrsta osim nuc gena za otkrivanje termostabilne nukleaze, moţe se 
identifikacija zasnivati i na drugim genima, fem gen ili geni 16 ili 23s subjedinice 
ribozoma (Rajic Savic i sar., 2014). Pored PCR metode, moţe se koristiti i MALDI-ToF 
metoda, koja se zasniva na specifiĉnoj laserskoj jonizaciji uzorka uz 
spektrofotometrijsko ispitivanje nastalih produkata. Zbog svoje vrlo visoke specifiĉnosti 
i sve niţe cene, PCR metoda uz sekvencioniranje dobijenih produkata će verovatno 
ostati metoda izbora duţe vremena.  
Ostaje mogućnost da su dobijeni rezultati pozitivne ONPG reakcije posledica 
karakteristike odreĊenih izolata S. aureus iz mleka odnosno mastitisa krava koji 
poseduju enzim β galaktozidazu i vrše razgradnju O-nitrofenil-β-D-galaktopiranozida 
kao analoga laktoze. Opisivanje ONPG pozitivnih izolata S. aureus kod ţivotinja nije u 
domenu ovog ispitivanja, ali je interesantna tema za buduća istraţivanja. Nalaz ONPG 
pozitivnih S. aureus predstavlja problem i za automatske identifikacione sisteme koji se 
oslanjaju na ovaj test, i prema podacima iz literature Vitek 2 GP system (bioMérieux, 
France) je pogrešno identifikovao Staphylococcus vrstu poreklom od ţivotinja kod 
13,7% ispitanih izolata (Tse i sar., 2012).  
Polimorfizam coa gena  
Gen coa koji kodira slobodnu koagulazu, vaţan faktor virulencije u patogenezi 
oboljenja uzrokovanih stafilokokama, odlikuje se polimorfizmom. Ova karakteristika se 
moţe iskoristiti za razvrstavanje kliniĉkih izolata S. aureus u više tipova što pruţa uvid 
u njihovu meĊusobnu povezanost i olakšava epizootiološku odnosno epidemiološku 
analizu sojeva (Kalorey i sar., 2007). Tipiziranje coa gena uraĊeno je prajmerima koji 
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omogućavaju da se otkriju 3 izoalelne forme i to I (627bp), II (710bp) i III (910bp). Kao 
najuĉestaliji nalaz kod ispitivanih izolata S. aureus utvrĊena je III izoalelna forma kod 
76 (73,77%) izolata, zatim II kod 6 (5,83%) izolata i I 3 (2,91%) izolata. Ostali izolati - 
njih 16 (15,53%) pripadali su izoalelnim formama koje su van opsega korišćenih 
prajmera i koji se ne mogu utvrditi bez opseţnijeg ispitivanja, dok su 2 (1,94%) izolata 
davala dvostruki rezultat.  
Izradom dendrograma meĊusobne povezanosti izolata S. aureus, dobijen je veliki 
klaster koji obuhvata većinu izolata što je uslovljeno tipom koagulaze, fermentacijom 
ispitivanih šećera i prisustva enzima β galaktozidaze. Na marginama dendrograma se 
nalaze kontrolni sojevi ATCC 25923 i ATCC 43300 koji inaĉe vode poreklo od ljudi. 
Izolati distribuirani u grupi oko kontrolnih sojeva su izolati kojima se nije mogao 
utvrditi tip koagulaze primenjenim metodama.  
Nalazi drugih autora opisuju drugaĉiju distribuciju izoalelnih formi coa gena. U Indiji je 
kod izolata S. aureus poreklom od mastita krava najzastupljeniji I tip koagulaze, što su 
objavili Kalorey i saradnici 2007. godine. U radu koji potiĉe iz Turske, Aslantas i 
saradnici (2007) su imali najveći broj izolata sa PCR produktima u rasponu od 890bp do 
970bp, što odgovara III izoalelnoj formi i dobijenim rezultatima u ovom ispitivanju u 
Srbiji. U radu istog navedenog autora navodi se manji broj izolata sa dvostrukim 
elektroforetskim trakama, što je u skladu i sa našim nalazom. U radu Gharib i saradnika 
iz 2013. godine utvrĊena je razliĉita zastupljenost izoalelnih formi poreklom od ljudi i 
ţivotinja, meĊu ĉetiri izoalelna tipa koagulaze kod ţivotinja je najĉešće opisana 
izoalelna forma od 648bp, dok je 20% izolata pokazivalo dvostruku ili trostruku liniju 
na elektroforezi.  
6.2. Ispitivanje osetljivosti izolata S. aureus prema antimikrobnim 
sredstvima 
Ispitivanje osetljivosti izolata izvršeno je prema paleti antimikrobnih lekova koji se 
koriste u Srbiji. Osetljivosti izolata S. aureus prema svih 8 antimikrobnih sredstava koja 
se najĉešće koriste kod mastitisa krava utvrĊena je kod 6 odnosno 5,31% izolata. 
Rezistencija prema jednom, odnosno osetljivost prema 7 hemoterapeutika ispoljilo je 72 
odnosno 63,72% izolata i to uglavnom prema penicilinu G. Na dva ispitana 
antimikrobna sredstva rezistenciju je ispoljilo 22 (19,47%) izolata. Rezistenciju na 3 
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anitibiotika pokazala su 6 izolata što ĉini 5,31%. Na više od 3 ispitana antibiotika, 
rezistenciju je pokazao 1 izolat (0,88%), koji je osim rezistencije na β laktamske 
antibiotike ispoljio rezistenciju na tetraciklin. Na osnovu dobijenih rezultata moţe se 
zakljuĉiti da je utvrĊena multipla rezistencija S. aureus prema 3 i više antimikrobnih 
sredstva samo kod 7, odnosno kod 6,19 %.izolata. Na osnovu ovih rezultata moţe se 
izvesti zakljuĉak da multipla rezistencija, kod izolata S. aureus poreklom od krava 
obolelih od mastitisa, ne predstavlja problem u Srbiji, a što je u saglasnosti sa ranijim 
istraţivanjima (Krnjaić, 2000; Ašanin i sar., 2012; Rajic Savic i sar., 2014). Iako u svetu 
postoje izveštaji o multirezistentnim izolatima, smatra se da multipna rezistencija 
izolata S. aureus nije pandemijski problem u medicini i da se javlja sporadiĉno u 
epidemijskim talasima (Chamers i DeLeo, 2009). 
U ovom istraţivanju u Srbiji je u visokom procentu (96,19%) ustanovljena rezistencija 
samo prema jednom antibiotiku penicilinu G, što je u saglasnosti sa ranijim nalazima 
autora iz Srbije (Krnjaić, 2000; Ašanin i sar., 2012; Rajic Savic i sar., 2014). U 
savremenim standardima (CLSI, 2014; EUCAST, 2016) penicilin G se pored 
cefoksitina koristi kao antibiotik na osnovu koga se tumaĉi osetljivost izolata roda 
Staphylococcus na najveći broj β laktamskih antibiotika. Imajući u vidu veliki broj 
nalaza rezistencije stafilokoka na penicilin G kako u Srbiji, tako i u svetu, njegova 
terapijska primena u leĉenju mastitisa je vrlo ograniĉena jer nije terapijski efikasan 
(Krnjaić, 2000; Rajic Savic i sar., 2014; Arslan i sar., 2009; Moon i sar., 2007).  
Na farmama krava u okolini Beograda koje su bile obuhvaćene ovim ispitivanjem 
izolovano je 6 sojeva MRSA, što predstavlja 5,71% svih izolata S. aureus. Prisustvo 
MRSA u mleku usled njegovog zoonotskog potencijala predstavlja rizik po zdravlje 
ljudi i to ne samo od infekcija i intoksikacija nego i od prenošenja gena rezistencije 
drugim patogenim bakterijama ljudi. I do sada se smatralo da je prevalencija MRSA iz 
mleka u Srbiji niska i da varira od 0% (Krnjaić, 2000; Ašanin i sar.,2012; Rajic Savic i 
sar., 2014) do 5,9% (Zutic, 2012). Kao epidemiološki i epizootiološki veoma 
interesantna tema prisustvo i raširenost MRSA u mleku je ispitivana širom sveta, i 
nalazi variraju u zavistnisti od podneblja, perioda ispitivanja i broja prikupljenih 
uzoraka. Prevalencija MRSA kod mleĉnih grla, mleka, supkliniĉki i kliniĉkih 
manifestnih mastitisa krava iznosi od 0% do 17,53% ispitanih izolata S. aureus 
(Petrovski i sar., 2015; Gentilini i sar., 2000; Asfour i Darwish, 2011).  
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Veća prevalencija MRSA iz mleka krava obolelih od mastitisa nego što je dobijena u 
ovom radu u Srbiji, zabeleţena je u Italiji kod 9,2% sojeva S. aureus, 9,32% u Belgiji, 
14,4% u Slovaĉkoj i 17,47% u Turskoj (Luini i sar., 2015; Vanderhaeghen i sar., 2010; 
2014; EFSA i ECDC, 2015; Turutoglu i sar., 2006).  
Niţa prevalencija MRSA od ustanovljene u ovom radu utvrĊena je u Turskoj od 1,30% i 
u Kini 2,73% (Arslan i sar., 2009; Moon i sar., 2007). U Holandiji na farmama, je 
prisustvo MRSA u mleku utvrĊeno kod 0% - 7,4% ispitivanih farmi, odnosno 0%-
1,98% ĉetvrti vimena (Vanderhaeghen i sar., 2010). Juhász-Kaszanyitzky (2007) je na 
osnovu detaljne analize zakljuĉio se da u MaĊarskoj MRSA izoluje veoma retko u 
uzorcima mleka krava obolelih od subkliniĉkih mastitisa. Interesanto je da MRSA nije 
uoĉen meĊu izolatima S. aureus od krava obolelih od mastitisa sa Novog Zelanda, SAD 
i Argentine (Petrovski i sar., 2015; Gentilini i sar., 2000). 
Zemlje zapadne Evrope i industrijski razvijene zemlje su ranije beleţile veću stopu 
pojave MRSA od zemalja gde je prisutnija ekstenzivna poljoprivreda. Prvi opisani 
sluĉaj MRSA iz mleka potiĉe iz Belgije (Devriese i sar., 1972). Danas, meĊutim, dolazi 
do znaĉajnih promena u ovoj distribuciji prevalencije. Razvijene zemlje su uvele 
programe sistemske prevencije i kontrole MRSA kod ţivotinja i ljudi, dok je dostupnost 
i potrošnja antibiotika u nerazvijenim zemljama mnogostruko povećana (EFSA i ECDC, 
2015). U Srbiji se od 2011.godine prema godišnjem Pravilniku o utvrĊivanju programa 
mera zdravstvene zaštite ţivotinja vrši nadzor MRSA kod svinja (Sl. Glasnik RS 24/11).  
Prilikom ispitivanja mleka krava iz Srbije u ovom ispitivanju, pronaĊeno je 14 sojeva, 
odnosno 13,33% svih izolata S. aureus, koji su ispoljili rezistenciju na amoksicilin sa 
klavulanskom kiselinom. U prethodnom istraţivanju sojeva S. aureus izolovanih iz 
mleka nije utvĊena rezistencija prema amoksicilinu sa klavulanskom kiselinom 
(Krnjaić, 2000).  
Svakako treba istaći veoma širok opseg vrednosti prevalencije rezistencije na 
amoksicilin sa klavulanskom kiselinim, što odraţava razliĉitu zastupljenost ove 
kombinacije u terapiji goveda. Sliĉno kao i u sluĉaju MRSA, rezistencija na amoksicilin 
sa klavulanskom kiselinom nije zabeleţena na Novom Zelandu, SAD i Argentini 
(Petrovski i sar., 2015; Gentilini i sar., 2000). U Egiptu je rezistencija nešto viša nego u 
Srbiji i iznosi 15,15%. Drugaĉiji rezultati rezistencije S. aureus poreklom od krava 
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obolelih od mastitisa na ovu antimikrobnu kombinaciju opisani su u Turskoj i kreću se 
od 6,8%, (Turutoglu i sar., 2006) do ĉak 85,7% (Arslan i sar., 2009).  
Kloksacilin je penicilinski antibiotik koji je stabilan na beta laktamaze i koristi se u 
terapiji pri zasušenju. U ovom ispitivanju svi izolati S. aureus su in vitro osetljivi na 
kloksacilin, ĉak i ukoliko su MRSA, dok je u Turskoj 2,5% izolata S. aureus bilo 
rezistentno na kloksacilin pri 1,2% rezistencije na meticilin (Arslan i sar., 2009). Iako 
spada u posebnu grupu penicilina stabilnih na β laktamaze, retko se pojedinaĉno testira 
osetljivost S. aureus na kloksacilin već se tumaĉi prema osetljivosti izolata na cefoksitin 
(CLSI, 2014; EUCAST 2016) i zato nema mnogo podataka u literaturi o rezistenciji na 
kloksacilin. 
Prilikom ispitivanja osetljivosti izolata S. aureus na neomicin kao aminoglikozidni 
antibiotik utvrĊen je nizak nivo rezistencije i to kod 6 (5,71%) izolata. Imajući u vidu da 
se vrlo ĉesto kombinuju aminoglikozidni i β laktamski antibiotici ohrabruje nizak nivo 
rezistencije, pri ĉemu je samo jedan od rezistentnih izolata i MRSA. Ranije ustanovljene 
uĉestalosti rezistencije na gentamicin i neomicin u Srbiji variraju od 0% preko 10,5% do 
22,2% (Krnjaić, 2012; Ašanin i sar., 2012; Rajić Savić, 2014). Literaturni podaci ĉesto 
opisuju znaĉajno viši nivo rezistencije na aminoglikozide nego što pokazuju rezultati u 
Srbiji.  
Povezanost rezistencije na meticilin i aminoglikozidne antibiotike kod S. aureus je ĉest 
problem u svetu. Tako je na primer, polovina MRSA izolovanih u sluĉajevima mastitisa 
goveda rezistentno je i na gentamicin u Brazilu (Silva i sar., 2014), isto je i u Turskoj 
(Turutoglu i sar., 2009), dok je preko jedne ĉetvrtine (27,27%) izolata S. aureus 
rezistentnih na β laktamate bilo rezistentno i na neomicin u Egiptu (Asfour i Darwish, 
2011), dok je u Kini 28,01% MRSA uzroĉnika mastitisa krava rezistentno na 
gentamicin, a 16,95% na neomicin (Moon i sar., 2007).  
Ispitivanjem osetljivosti izolata S. aureus na tetraciklin utvrĊeno je da je rezistentno 4, 
odnosno 3,81% izolata. Ovim ispitivanjem je potvrĊeno da kod S. aureus iz mleka u 
Srbiji rezistencija na tetraciklin nije znaĉajna, što je u skladu sa rezultatima ranijih 
istraţivanja (Krnjaić, 2012; Ašanin i sar., 2012; Rajić Savić, 2014). Na Novom Zelandu 
rezistencija na tetraciklin kod izolata S. aureus iz mleka nije pronaĊena, a u SAD ona 
iznosi 6,7% ± 2,91% (Petrovski i sar., 2015). Širom sveta sprovedenim ispitivanjima 
utvrĊen je i viši nivo rezistencije izolata S. aureus kod mastitisa krava na tetraciklin koji 
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se kretao od 22,41% u Kini (Moon i sar., 2007), 57,58% u Egiptu (Asfour i Darwish, 
2011), 61,2% u Turskoj (Turutoglu i sar., 2006) pa ĉak i do 100% u Brazilu (Silva i sar., 
2014). 
Rezultati dobijeni ispitivanjem osetljivosti na linkomicin su pokazali da su svi izolati 
bili osetljivi. Verovatni razlog tome leţi da je u pitanju antibiotik koji nije u široj 
primeni u Srbiji. U drugim zemljama masovnija je primena ovog antibiotika u terapiji 
mastitisa krava i prevalencija izolata S. aureus rezistentnih na linkomicin se kreće od 
22,3% u Turskoj (Turutoglu i sar., 2006) do 94,7% ± 2.61% u SAD i 99,1% ± 0.92% u 
Novom Zelandu (Petrovski i sar., 2015). 
U našem ispitivanju, na uzorku od preko sto izolata S. aureus, prema broju rezistentnih i 
interemedijarno osetljivih izolata redosled preporuĉenih antimikrobnih sredstava za 
terapiju mastitsa krava je: sulfametoksazol sa trimetoprimom > likomicin > tetraciklin > 
cefaleksin> neomicin> amoksicilin sa klavulanskom kiselinom > penicilin. 
Sama prevalencija izolata rezistentnih prema odreĊenim antimikrobnim sredstvima je 
posledica dostupnosti i primene lekova kod muznih krava, a time i selektivnog pritiska 
na populaciju bakterija na farmama. Prema dobijenim rezultatima ovog ispitivanja 
osetljivosti izolata S. aureus izolovanih u sluĉajevima mastitisa krava prema 
antimikrobnim sredstvima moţe se zakljuĉiti da se, izuzev penicilina G se svi drugi 
antibiotici i hemoterapeutici odlikuju visokom terapijskom efikasnošću.  
6.3. Ispitivanje sposobnosti produkcije biofilma 
Sposobnost odreĊenog klona S. aureus da izazove mastitis krava znaĉajno zavisi od 
sposobnosti da formira biofilm (Melchior i sar., 2006). Produkcija biofilma obezbeĊuje 
preţivljavanje bakterijama, izbegavanje imunskog odgovora organizma i/ili 
antimikrobne terapije i doprinosi uspostavljanju hroniĉnog toka mastitisa. Osetljivost 
bakterijske ćelije u biofilmu na antibiotike je smanjena usled nemogućnosti ulaska 
lekova u jonizovanoj formi, prisustva enzima koji ih razgraĊuju i reĊe deobe bakterija 
(O'Toole i sar., 2000; Raza i sar., 2013).  
Analiza dobijenih rezultata fenotipskih ispitivanja biofilmova je veoma komplikovana 
usled razliĉitog pristupa odnosno dizajna istraţivanja kao i primenjene metode praćenja 
biomase i viabilnosti ćelija. Pored toga treba istaći da i iste bakterije ĉak u istim 
uslovima ne formiraju uvek podjednako biofilm. Na ovaj problem ukazuju i Szweda sa 
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saradnicima (2012) koji su kod 132 izolata S. aureus od mastitisa krava utvrdili 
prisustvo ica gena odgovornog za stvaranje biofilma, a fenotipski manifestnu 
produkciju biofilma su ustanovili samo kod 76 izolata, odnosno 57,6% ispitivanih 
sojeva.  
Fenotipskim ispitivanjem produkcije biofilma utvrĊeno je da srednja vrednost 
ekstinkcije mase biofilma iznosila 0,084 u opsegu minimalne do maksimalne vrednosti 
od 0,056 do 0,144. Najveći broj izolata, njih 60%, formiralo je biofilm ekstinkcije mase 
biofilma od 0,07 do 0,09. Iznad ove grupe srednje vrednost ekstincije, produkcijom veće 
mase biofilma odlikovalo se 26% ispitanih izolata na kojima je u kasnijem radu i 
ispitivano dejstvo aktivnih komponenti etarskih ulja. U Srbiji je do sada sposobnost 
formiranja biofilma kod izolata S. aureus iz mleka opisana jedino u radu Milanove i 
saradnika (2015) koji su ovu njihovu karakteristiku ustanovili kod svih 70 ispitanih 
izolata.  
Od ukupno 113 izolata, ispitanih u ovom radu 89 je posedovalo ica gen. Imajući u vidu 
fenotipsku potvrdu produkcije biofilma kod svih izolata kao i detekciju ica gena kod 
88,76% izolata moţe se zakljuĉiti da je sposobnost stvaranja biofilma kljuĉna za 
infekciju i dugotrajniju kolonizaciju epitela vimena. Radovi drugih autora takoĊe 
opisuju vrlo visoku prevalenciju biofilm produkujućih S. aureus kod mastitisa krava i u 
drugim drţavama. Tako je u Brazilu utvrĊena sposobnost stvaranja biofilma kod 98,9% 
izolata S. aureus od supkliniĉkih mastitisa krava (da Castro Melo, 2013). U drugom 
ispitivanju u Brazilu od 110 izolata S. aureus iz mleka ica gene posedovalo je 96,3% 
izolata poreklom od junica i 98,8% od starijih krava (Castelani i sar., 2015).  
Nešto niţa prevalencija biofilm produkujućih izolata S. aureus u odnosu na ovo 
istraţivanje u Srbiji je opisana u Turskoj gde je ica gen utvrĊen kod 66% izolata (Ciftci 
i sar., 2009), odnosno u Kini gde je od 137 izolata ica gen u A, B, C ili D alelnoj formi 
posedovalo 70,8% izolata (Li, 2012).  
6.4. Određivanje antimikrobne aktivnosti aktivnih komponenti 
etarskih ulja prema kliničkim izolatima S. aureus  
Kao što je i ranije opisano, u cilju sveobuhvatnog sagledavanja potencijala antimikrobne 
aktivnosti aktivnih komponenti etarskih ulja karvakrola, eugenola, cinamaldehida i 
timola prema S. aureus njihovo delovanja je ispitivano primenom više metoda. 
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Mikrodilucionom metodom u bujonu odreĊena je vrednost MIC, a zatim i 
presejavanjem i MBC, kod je meĊusobni odnos ispitivanih aktivnih komponenti 
etarskih ulja na antimikrobnu aktivnost ispitan metodom šahovke table u bujonu. 
Duţina antimikrobnog delovanja odreĊena je time-kill metodom u mleku pri 
koncentracijama koje su niţe od baktericidnih, a delovanje aktivnih komponenti na 
biofilm ispitano je delovanjem na masu i viabilne bakterijske ćelije biofilmova starih 
24h – MIC biofilma i MBC biofilma.  
6.4.1. Određivanje minimalne inhibitorne (MIC) i minimalne baktericidne 
koncentracije (MBC) 
Postoji znaĉajna razlika u pojavi i intenzitetu antimikrobnih svojstva kompletnih 
etarskih ulja i njihovih aktivnih komponenti u korist ĉistih aktivnih komponenti etarskih 
ulja, koja se odlikuju niţim vrednostima minimalnih inhibitornih i minimalnih 
baktericidnih koncentracijama MIC i MBC (Choi i sar. 2012; Dal Pozzo i sar., 2012; 
Soković i sar., 2010). Tako, na primer, aktivne komponente timol i karvakrol pokazuju 
jaĉu bakteriostatsku i baktericidnu aktivnost u odnosu na sama etarska ulja origana, 
majĉine dušice i meksiĉkog origana u kojima se nalaze (Dal Pozzo i sar., 2011). 
U okviru ispitivanja ustanovljeno je da su sve ispitane komponente etarskih ulja 
pokazale odreĊen stepen antimikrobne aktivnosti. Karvakrol, eugenol, cinamaldehid i 
timol su na sojeve S. aureus u sluĉajevima mastitisa krava delovali u višim 
koncentracijama u odnosu na kontrolne antibiotike, što potvrĊuje njihovu znaĉajno niţu 
efikasnost u odnosu na linkomicin, neomicin i kloksacilin. Tako su se srednje vrednosti 
minimalnih inhibitornih koncentracija - MIC za ispitane aktivne komponente etarskih 
ulja kretale okvirno od 160µg/ml do 300µg/ml, a srednje vrednosti MIC za kontrolne 
antibiotike su bile okvirno od 0,3µg/ml do 1,8µg/ml što ĉini razliku od 100 do 1000 
puta.  
U literaturnim podacima u kojima se poredi antibakterijsko delovanje etarskih ulja ili 
aktivnih komponenti etarskih ulja sa antibioticima, na primer rad Choi i saradnika 
(2012), vrednosti MIC aktivnih komponenti etarskih ulja višestruko prevazilaze MIC 
antibiotika, odnosno aktivne komponente slabije deluju od antibiotika i do 1000 puta. 
To je u potpunosti u skladu sa rezultatima našeg rada. Rezultati MIC etarskih ulja ili 
njihovih aktivnih komponenti se ĉesto objavljuju bez uporeĊivanja sa kontrolnim 
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antibiotikom (Ananda Baskaran, i sar. 2009; Burt i sar., 2005; Jia i sar., 2011), ali i te 
vrednosti višestruko prelaze graniĉne vrednosti rezistencije na antibiotike prema 
standardima (CLSI, 2014; EUCAST, 2016) i po više stotina ili hiljada puta. 
Na osnovu analize dobijenih MIC vrednosti aktivnih komponenti etarskih ulja u ovom 
radu u Srbiji, uoĉeno je da se ,vrednosti ne razlikuju kod osetljivih i rezistentnih izolata 
S. aureus prema odreĊenom antibiotiku, na primer kod osetljivih i rezistentnih sojeva 
prema amoksicilinu sa klavulanskom kiselinom. Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima 
većeg broja drugih autora (Dal Pozzo i sar., 2011; Dal Pozzo i sar., 2012; Choi i sar., 
2012; Yap i sar., 2014). Imajući u vidu ovu karakteristiku, Das i saradnici su 2016. 
godine preporuĉili upotrebu eugenola kao rezervne antimikrobne supstance kod terapije 
infekcija uzrokovanih vankomicin rezistentnim sojevima S. aureus. Osetljivost bakterija 
na etarska ulja i njihove aktivne komponente se verovatno zasniva na specifiĉnom i 
potpuno drugaĉijem mehanizmu dejstva od mehanizma dejstva antibiotika. 
Antimikrobno delovanje ovih prirodnih supstanci nije u potpunosti prouĉeno, ali usled 
dokazane sposobnost nekih etarskih ulja da dovedu do inhibicije sinteze ćelijskog zida 
bakterija, blokiranja transkripcije, produkcije β laktamaza, formiranja biofilma ili rada 
efluks pumpe postoji mišljenje da se ona mogu primeniti u terapiji infekcija izazvanih 
rezistentnim mikroorganizmima (Yap i sar., 2014; Cuaron i sar., 2013; Hammer i 
Carson, 2011).  
Srednja vrednost MIC cinamaldehida iznosila je 161,5±23,41µg/ml a MIC50, vrednost 
minimalne inhibitorne koncentracije koja je dovela do inhibicije rasta 50% ispitivanih 
sojeva izolata S. aureus supkliniĉkog mastitisa, je bila 160µg/ml. Srednja vrednost MIC 
karvakrola je bila 237,7±10,77µg/ml, eugenola 271,6±23,84µg/ml a timola 
306,5±23,46µg/ml. MIC50 je bila jedanaka za karvakrol, eugenol i timol, i iznosila je  
320µg/ml. 
Potentnost aktivnih komponenti etarskih ulja, odnosno ispoljena antimikrobna aktivnost 
u zavisnosti od srednje vrednosti MIC, ustanovljena u ovom ispitivanju od 
najefikasnijeg do najmanje efikasnog bila je u sledećem redosledu: cinamaldehid > 
karvakrol > eugenol > timol. 
UtvrĊene srednje vrednosti MIC karvakrola, eugenola, cinamaldehida i timola u našem 
ispitivanju su u najvećem broju sluĉajeva niţe nego što su MIC vrednosti dobijene u 
istraţivanjima drugih autora, odnosno aktivne komponente etarskih ulja izolovane iz 
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lokalnih biljaka ispoljile su jaĉe antibakterijsko dejstvo nego što je opisano u većini 
dostupne literature.  
Dok je u ovom ispitivanju srednja MIC vrednost karvakrola iznosila 237,7µg/ml, 
Gallucci i saradici (2010) su utvrdili više od 1,5 puta višu MIC vrednost od 400µg/ml 
do 1600µg/ml. Prema podacima Dal Pozzo i saradnika (2011) srednja MIC vrednost 
karvakrola iznosila je 800µg/ml, što je 3,5 puta viša vrednost od vrednosti utvrĊene u 
ovom radu. Znaĉajno bolji rezultati u ovom radu na sudijskoj populaciji su postignuti 
nego rezultati iz SAD, gde su Ananda Baskaran i saradnici (2009) dobili vrednosti MIC 
u rastvoru karvakrola od 0,5% što je pribliţno oko 5000 µg/ml. 
Srednja MIC vrednost eugenola u ovom istraţivanju je iznosila 271,6µg/ml. U odnosu 
na druge aktivne komponente etarskih ulja, eugenol je nešto potentniji od timola, ali 
slabiji od karvakrola i cinamaldehida. Rastvor eugenola od 0,6% (oko 6000 µg/ml) 
prema istraţivanju Ananda Baskaran i saradnika (2009) dovodio je do inhibicije rasta S. 
aureus poreklom iz mleka, što je vrednost koja je viša za oko 20 puta u odnosu na 
vrednost dobijenu u našem radu. U radu Gallucci i saradnika (2010) ispitani sojevi S. 
aureus su ispoljili osetljivost na eugenol u koncentracijama od 3500µg/ml do 
14000µg/ml, što predstavlja najvišu vrednost MIC eugenola prema S. aureus u drugim 
radovima.  
Najpotentnije antibakterijsko dejstvo je ispoljio cinamaldehid sa srednjom vrednošću od 
161,5µg/ml, odnosno da bi spreĉio porast 50% ispitanih izolata, bila je dovoljna 
koncentracija od 160µg/ml. Nasuprot ovakvom našem nalazu, u istraţivanju koje je 
izvedeno u Brazilu ustanvljeno je da je za spreĉavanje porasta 50% izolata S. aureus 
poreklom iz mleka krava obolelih od mastitisa iz Brazila, potrebno ĉak 800µg/ml 
cinamaldehida (Dal Pozzo i sar., 2012). U rezultatima koje je dobio Jia (2011) sa 
saradnicima, vrednost MIC za S. aureus poreklom od ljudi je od 625µg/ml do 
1250µg/ml cinamaldehida. Visoke vrednosti MIC dobijene su u SAD (Ananda Baskaran 
i sar., 2009) gde je ustanovljno da MIC cinamaldehida prema S. aureus iznosi 0,1%, što 
predstavljeno u jedinicama koje su korišćene u našem ispitivanju iznosi pribliţno 
1000µg/ml što je oko tri puta više od vrednosti koju smo mi ustanovili. Visoki MIC 
cinamaldehida u ovom radu se moţe objasniti specifiĉnim izborom rastvaraĉa i 
disperzije tj. emulzije aktivne komponente u mleku. U našem istraţivanju za rastvaranje 
koncentrovanih aktivnih komponenti etarskih ulja je korišćen DMSO, dok je u ovom 
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istraţivanju u SAD korišćen PBS. TakoĊe sama tehnologija dobijanja aktivnih 
komponenti etarskih ulja verovatno utiĉe na odstupanja u antimikrobnoj aktivnosti.  
Niţe koncentracije od naših MIC, odnosno od 0,25 do 0,5µg/ml za cinamaldehid 
utvrdila je na referentnom soju S. aureus Soković sa saradnicima (2010). Od ispitanih 
aktivnih komponenti etarskih ulja u ovom radu, najmanje potentno dejstvo je ispoljio 
timol sa srednjom MIC vrednošću 306,5µg/ml. U radu Dal Pozzo i saradnika (2011) 
dejstvo timola je opisano u koncentraciji od 400µg/ml, dok je u radu Choi i saradnika 
(2012) timol delovao na izolate iz mleka u srednjoj MIC koncentraciji od 3000µg/ml. U 
radu Bakkali i saradnika (2008) se navodi vrednost MIC za karvakrol u rasponu od 
700µg/ml do 1400µg/ml, dok Gallucci i saradnici (2010) navode da su izolati S. aureus 
ispoljili osetljivost na timol u koncentracijama od 800µg/ml do 3700µg/ml, što je 2,5 
puta viša koncentracija od one utvrĊene u našem radu. Visoke vrednosti MIC je dobio i 
Ananda Baskaran sa saradnicima (2009) u rastvoru od 0,6%, odnosno oko 6000µg/ml.  
MeĊu retkim radovima gde su opisane niţe koncentracije od onih dobijenih u našem 
radu, su rezultati Soković i saradnika (2010) koji su utvrdili MIC za timol od 0,25 do 
0,5µg/ml i Choi i saradnika (2012) sa koncentracijom MIC od 100µg/ml. MeĊutim obe 
vrednosti su postignute na referentnim sojevima S. aureus.  
U okviru ovog rada u Srbiji, sprovedeno je i ispitivanje baktericidnog dejstva aktivnih 
komponenti etarskih ulja i utvrĊena srednja MBC je bila najniţa za cinamaldehid 
680µg/ml, viša za karvakrol sa 857,4µg/ml i eugenol sa 1086,2µg/ml, i na kraju najviša 
za timol sa 1106,4µg/ml. 
Pored toga što se odlikovao najpotentnijim baktericidnim dejstvom od svih komponenti 
etarskih ulja obuhvaćenim ovim istraţivanjem, cinamaldehid je delovao u niţim MBC 
od dobijenih vrednosti u radovima drugih autora. Prema dostupnim podacima iz 
literature, raspon utvrĊenih MBC prema izolatima S. aureus iz uzoraka mleka krava 
obolelih od mastitisa kretao se od 2238µg/ml u istraţivanju Dal Pozzo i saradnika 
(2011) do pribliţo 4500µg/ml u radu Ananda Baskaran i saradnika (2009). U 
rezultatima koje su objavili drugi istraţivaĉi za S. aureus poreklom od ljudi, vrednosti 
MBC cinamaldehida su se kretale u rasponu od 2500µg/ml do 5000µg/ml (Jia i sar., 
2011). 
U našem ispitivanju srednja MBC vrednost karvakrola iznosila je 857,4µg/ml, što je 14 
puta potentnije dejstvo u odnosu na MBC vrednost od pribliţno 12 000 µg/ml 
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ustanovljenu od strane Ananda Baskaran i saradnika (2009). U istoj studiji ustanovljeni 
su sliĉni rezultati i za eugenol odnosno MBC od  14000µg/ml. To znaĉi da smo mi u 
našem istraţivanju sa dobijenim MBC eugonola od  1068,2µg/ml pokazali 13 puta 
potentnije dejstvo ove komponente.  
Nakon analize u našem istraţivanju dobijenih MBC i MIC vrednosti aktivnih 
komponenti etarskih ulja uoĉava se da je meĊusobni odnos njihovih vrednosti izmeĊu 
3,5 do 4 puta, odnosno da vrednosti MIC ĉine oko 22-30% vrednosti MBC, što 
odgovara razmaku od 2 bazenĉića u mikrotitracionoj ploĉi. 
U drugim radovima utvrĊeni odnos MBC i MIC, kako kod aktivnih komponenti etarskih 
ulja tako i kod antibiotika, iznosio je izmeĊu 2 do 4 puta (Dal Pozzo i sar., 2011; Dal 
Pozzo i sar., 2012; Ananda Baskaran i sar., 2009; Jia i sar., 2011).  
UporeĊujući vrednosti odnosa MBC i MIC od najveće ka najmanjoj razlici redosled je: 
cinamaldehid < eugenol < timol < karvakrol. Srednja vrednost MBC je veća u odnosu 
na srednju vrednost MIC kod cinamaldehida za 4,21 put, kod eugenola za 3,99 puta, dok 
su timol i eugenol imali najmanje razlike u koncentracijama koje postiţu baktericidno u 
odnosu na inhibitorno dejstvo i to za 3,61 odnosno 3,60 puta. Dobijene vrednosti 
odnosa MBC i MIC se statistiĉki ne razlikuju znaĉajno, a i u skladu su sa rezultatima 
drugih autora. 
6.4.2. Ispitivanje antibakterijskog dejstva aktivnih komponenti etarskih ulja 
u različitim kombinacijama 
U ispitivanju meĊusobnog uticaja aktivnih komponenti etarskih ulja i njihove 
zajedniĉke antimikrobne aktivnost korišćena je metoda šahovske table. Da bi se ispitala 
svaka supstanca u kombinaciji sa ostalim supstancama korišćeno je ukupno 6 
kombinacija aktivnih supstanci. Prilikom ispitivanja svakog para supstanci korišćeno je 
po 77 razliĉitih kombinacija tako da su koncentracije pojedinaĉnih supstance bile u 
opsegu od 20 µg/ml do 1280µg/ml, odnosno od 1,25 µg/ml do 1280µg/ml. Od ukupno 
ispitanih 462 kombinacija razliĉitih koncentracija dobijeno je 50 vrednosti individualnih 
frakcionih inhibitornih koncentracija (FIC). Ukupno je otkriveno 7 sinergistiĉkih 
kombinacija.  
Najniţa vrednost FIC od 0,312 pri kombinaciji 20µg/ml karvakrola i 80µg/ml eugenola 
ukazuje na sinergistiĉko dejstvo koje se nije ispoljilo u odnosu datih aktivnih materija u 
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drugim koncentracijama. U drugih šest kombinacija dobijene su pojedinaĉne vrednosti 
FIC na granici sinergizama (FIC=0,5). Kombinacije i koncentracije aktivnih 
komponenti etarskih ulja koje su postigle graniĉni sinergistiĉki efekat su: karvakrol 
20µg/ml + eugenol 40µg/ml, karvakrol 40µg/ml + cinamaldehid 1,25µg/ml, karvakrol 
40µg/ml + cinamaldehid 2,5µg/ml, karvakrol 40µg/ml + timol 20µg/ml, cinamaldehid 
1,25µg/ml + timol 40µg/ml i cinamaldehid 80 µg/ml + timol 20µg/ml. 
Uoĉava se da je od sedam kombinacija koje ispoljavaju sinergizam najzastupljeniji 
karvakrol u njih 5. Cinamaldehid je zastupljen u ĉetiri kombinacije, timol u tri, a 
eugenol u dve, ukljuĉujući navedenu kombinaciju koja ispoljava jak aditivni efekat. 
Jedina od kombinacija aktivnih komponenti kod koje je otkriven antagonistiĉki FIC od 
4,25 je bila kombinacija timola i eugenola u koncentracijama od 20µg/ml odnosno 
1280µg/ml. 
Iako se prema metodi Verma iz 2007. godine sinergizam potvrĊuje FIC vrednostima 
manjim od 0,5, primećeno je da i u sluĉajevima FIC vrednosti izmeĊu 0,5 i 1,0 postoji 
odreĊeni stepen zdruţenog dejstva aktivnih komponenti. MeĊutim, date kombinacije 
imaju slabije dejstvo u odnosu na aditivni ili supraaditivni sinergizam vrednosti od 0,5 
ili manjim. Kombinacije koje daju vrednosti od 0,5 ukazuju na prost aditivni sinergizam 
i obe ispitivane aktivne supstance bi imale isti uĉinak da su primenjene same u duplo 
većoj koncentraciji. Vrednosti koje su niţe od 0,5 ukazuju na meĊusobno visoko 
potencirano antimikrobno zajedniĉko dejstvo aktivnih komponenti, koje se naziva 
supraaditivni sinergizam, i koji je uoĉen u već prethodno pomenutoj kombinaciji 
karvakrola u koncentraciji od 20µg/ml i eugenola u koncentraciji od 80µg/ml.  
Visoka vrednost FIC 4,25, kombinacije 20µg/ml timola i 1280µg/ml eugenola, ukazuje 
na njihov blagi antagonizam, dok je u svim ostalim ispitanim koncentracijama i 
kombinacijama aktivnih komponenti etarskih ulja dokazan je njihov sinergistiĉki ili 
indiferentan odnos u antibakterijskom delovanju na S. aureus. Moţe se zakljuĉiti da se 
karvakrol, eugenol, cinamaldehid i timol mogu u preparatima kombinovati bez 
negativnih posledica po antimikrobno dejstvo. 
Veliki broj radova širom sveta se bavio izuĉavanjem antimikrobnih svojstava etarskih 
ulja, njihovog sastava i sinergistiĉkog dejstva aktivnih komponenti. U nefrakcionisanim 
etarskim uljima ukupna aktivnost je rezultat kompleksnih interakcija izmeĊu razliĉitih 
klasa jedinjenja kao što su fenoli, aldehidi, ketoni, alkoholi, estri, etri, ugljovodonici itd. 
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Prema podacima iz literature fenolni monoterpeni i fenilpropanoidi kada se udruţuju sa 
drugim komponentama znaĉajno povećavaju njihovu antimikrobnu aktivnost (Bakkali i 
sar., 2008). Većina studija je bila usmerena na meĊusobnu interakciju fenola, uglavnom 
monoterpena (timol, karvakrol) i fenilpropanoida (eugenol), dok su reĊe sprovoĊena 
ispitivanja interakcije fenola sa drugim komponentama etarskih ulja, seskviterpenima i 
ugljovodonicima (Thormar i sar., 2011). U nekim sluĉajevima, autori su uporeĊivali i 
uporeĊivanje antimikrobne aktivnosti kompletnog etarskog ulja sa aktivnošću odreĊenih 
aktivnih komponenti. Ovakva istraţivanja su pokazala da aktivne komponente imaju 
niţi MIC odnosno efikasnije dejstvo od kompletnog etarskog ulja odreĊene biljke 
(Sokovic i sar., 2010; Dal Pozzo i sar., 2011). Navedene studije su pokazale da aktivne 
komponente koje sadrţe aldehide ili fenole, kao što su cinamaldehid, citral, karvakrol, 
eugenol ili timol pokazuju najveću antibakterijsku aktivnost, a zatim slede jedinjenja na 
bazi terpenskih alkohola, ketona ili estara kao što su: p-mircen, α-tujon ili geranil acetat, 
dok su isparljiva etarska ulja sa terpen ugljovodonicima skoro neaktivna (Bakkali i sar., 
2008; Bassole i Juliani, 2012). Antibakterijska aktivnost biljaka rodova Thimus i 
Origanum se pripisuje prisustvu fenolnih komponenti, timola i karvakrola (Bošković i 
sar., 2013; Dal Pozzo i sar., 2011). Antimikrobna aktivnost cimeta je direktna posledica 
visokog sadrţaja cinamaldehida. U bosiljku najjaĉi antibakterijski sastojci su eugenol 
(19%) i linalul (54%), mada se ne moţe zanemariti njihov sinergistiĉki efekat.  
U radu Nazera i saradnika (2005) ispitivan je antibakterijski efekat 7 aromatiĉnih 
supstanci ukljuĉujući karvakrol, eugenol i timol, kako pojedinaĉno tako i u 
kombinacijama. Ogled je vršen korišćenjem faktorijelnog frakcionog dizajna koji 
dozvoljava poreĊenje pojedinaĉnih aktivnih komponenti sa kombinacijama od po dve ili 
po tri aktivne supstance. Prema rezultatima ove studije najpotentnije aktivne komponete 
etarskih ulja bile su timol i karvakrol. U kombinacijama razliĉitih aktivnih komponenti 
etarskih ulja posebno se istakao timol u potenciranju zajedniĉkog antimikrobnog dejstva 
(Nazer i sar., 2005). Bassole i Juliani (2012) u preglednom radu posvećenom 
antimikrobnom delovanju kombinacija aktivnih komponenti etarskih ulja na S. aureus 
zakljuĉili su da se po pravilu kombinacija karvakrola i timola odlikuje aditivnim i supra 
aditivnim sinergizmom, cinamaldehida i eugenola aditivnim sinergizmom, a karvakrola 
i eugenola antagonizmom. Autori su posebnu paţnju obratili na razjašnjenje razliĉitih 
rezultata ispitivanja zajedniĉkog delovanja kombinacija aktivnih komponenti etarskih 
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ulja na S. aureus, koja su po svemu sudeći posledica razlika u primenjenim metodama 
ispitivanja kao i razliĉitom sastavu i poslediĉno drugaĉijim antimikrobnim svojstima 
etarskih ulja biljaka iste vrste odnosno hemotipa.  
Veoma interesantnu temu nauĉnih istraţivanja predstavlja ispitivanje meĊusobnog 
odnosa odnosno mogućeg sinergizma antibiotika i aktivnih komponenti etarskih ulja. 
Choi i saradnici su 2012. godine opisali sinergizam u antimikrobnom dejstvu 
amoksicilina i norfloksacina u kombinaciji sa etarskim uljem origana i limunove trave.  
Na trţištu pojedinih zemalja postoje preparati za intramamarnu primenu kod krava 
poput Phyto-Mast ili Captor Gel koji sadrţe etarska ulja biljaka. Imajući u vidu da u 
sastavu navedenih preparata dominiraju nefrakcionisana etarska ulja raznih biljaka, i da 
se aktivne komponente odlikuju višestruko potentnijim antimikrobnim dejstvom u 
odnosu na etarska ulja, dodavanje ĉistih aktivnih komponenti etarskih ulja u formulaciju 
nameće se kao adekvatan put postizanja još boljeg antibakterijskog efekta preparata u 
terapiji mastitisa izazvanim S. aureus.  
6.5. Utvrđivanje dužine antibakterijskog delovanja aktivnih 
komponenti etarskih ulja 
UtvrĊivanje duţine efekta antimikrobnih supstanci odnosno farmakokinetiĉkih 
svojstava se vrši u koncentracijama koje ne ispoljavaju baktericidni efekat. Ukoliko 
aktivna supstanca ispoljava svoju aktivnost u duţem vremenskom periodu, interval 
izmeĊu aplikacija leka moţe biti duţi, pa tako na primer antibiotik kloksacilin, koji se 
karakteriše veoma dugim vremenom polueliminacije, kao intramamarna suspenzija se 
primenjuje jednokratno prilikom zasušenja.  
Prilikom ispitivanja duţine efekta (time-kill test) u mleku odabrana je doza koja neće 
dovesti do baktericidnog efekta sa ciljem da se podrobnije sagleda kinetika aktivne 
komponente odnosno u kontroli antibiotika. Svakom reinokulacijom simuliran je priliv 
umnoţenih bakterija iz inficiranog intersticijuma vimena. Cinamaldehid i karvakrol su 
se odlikovali višestruko potentnijim aktivnim dejstvom i znaĉajno duţim efektom u 
odnosu kako na preostale dve aktivne komponente etarskih ulja, eugenol i timol, tako i 
na kontrolni antibiotik linkomicin. Dejstvo tokom celog dvonedeljnog ogleda ispoljili su 
i karvakrol i cinamaldehid, timol je ispoljio dejstvo tokom prvih 5 dana, a eugenol samo 
prva dva dana ogleda odnosno do prve reinokulacije. Kratkoroĉno dejstvo je ispoljio i 
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kontrolni antibiotik linkomicin, koji je oĉekivano inhibirao bakterije nakon 24h od 
poĉetka ogleda, ali već narednog dana broj bakterija je dosegao poĉetni nivo. Na osnovu 
dobijenih rezultata moţe se zakljuĉiti da cinamaldehid i karvakrol imaju dug poluţivot u 
mleku i da je nauĉno opravdan nastavak ispitivanja njihovih kako antimikrobnih tako i 
farmakokinetiĉkih svojstava.  
Prema podacima iz dostupne literature time-kill test je izvoĊen u bujonu kao teĉnom 
medijumu. Sama dinamika brojnosti populacije bakterija je praćena u periodu od jednog 
do tri dana, pri ĉemu je ispitivano je dejstvo razliĉitih sintetskih ili polusintetskih 
antibiotika, a u nekoliko radova ulje ĉajnog drveta. Ananda Baskaran i saradnici (2009) 
su upotrebili mleko kao medijum za ispitivanje duţine antimikrobnog dejstva aktivnih 
komponenti etarskih ulja. U navedenom radu autori su dobili rezulatate veoma sliĉne 
našim. U testu su koristili koncentracije rastvora od 0,45% (4500µg/ml) i 0,7% 
(7000µg/ml) i pri tome pokazali da cinamaldehid zadrţava dejstvo i nakon 14 dana 
inkubacije uz tri reinokulacije (2., 4. i 6. dana).. U navedenom istraţivanju korišćene su 
doze koje su jednake ili veće od ustanovljenih MIC vrednosti. Primenom ovih visokih 
koncentracija oĉekivao se dugotrajan efekat u zavisnosti od odreĊenih fiziĉko-hemijskih 
osobina same supstance: rastvorljivosti, gubljenja antimikrobne aktivnosti ili izdvajanje 
komponente iz emulzije. Koncentracija cinamaldehida od oko 1000µg/ml u ovom 
ispitivanju je nakon 24h smanjila poĉetni inokulum od 6 log10 cfu/mL na manje od 1 
log10 cfu/mL odnosno 10000 puta (Ananda Baskaran i sar., 2009). U našem ispitivanju, 
sa višestruko niţom koncentracijam aktivne komponente, dobijeni su podjednako dobri 
rezultati antimikrobne aktivnost prema S. aureus, ĉiji je broj nakon inkubacije od 24 h 
sa cinamaldehidom bio ispod limita kvantifikacije. U istraţivanju Yossa i saradnika 
(2012) ustanovljeno je da cinamaldehid pokazuje baktericidno dejstvo nakon 6h u 
koncentracijama od pribliţno 800 i 1000 µg/ml odnosno 800ppm i 1000ppm. U istom 
radu su i opisane promene na površini bakterijske ćelije vizualizovane elektronskim 
mikroskopom. 
Imajući u vidu po pravilu kratko dejstvo antibiotika s jedne strane, a antimikrobno 
delovanje cinamaldehida i karvakrola u trajanju od najmanje dve nedelje sa druge 
strane, jasno je da je naše istraţivanje pruţilo osnov za nastavak ispitivanja ovih 
aktivnih komponenti etarskih ulja ne samo in vitro nego i in vivo radi pripreme nove 
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formulacije i primene efikasnijih preparata sa protrahiranim dejstvom kod mastitisa 
krava. 
 
6.6. Utvrđivanje inhibitornog dejstva aktivnih komponenti etarskih 
ulja na S. aureus u biofilmu  
Ovaj deo istraţivanja bio je usmeren na utvrĊivanje dejstva karvakrola, eugenola, 
cinamaldehida i timola na smanjenje mase biofilma i dejstvo na ţive ćelije biofilma. 
Najpotentnije delovanje u redukciji biomase na 50% mase netretiranog biofilma, imali 
su sa srednjom vrednošću MIC biofilma karvakrol 1152µg/ml, zatim eugenol 
1460µg/ml, timol 1592µg/ml i na kraju cinamaldehid 1716µg/ml.  
Najpotentnije delovanje u redukciji broja ţivih ćelija biofilma na 50% broja ćelija 
netretiranog biofilma, imali su sa srednjom vrednošću MBC biofilma timol 1156µg/ml, 
zatim karvakrol 1284µg/ml, eugenol 1512 µg/ml i na kraju cinamaldehih 1776µg/ml.  
PoreĊenjem dobijenih rezultata ustanovljeno je da je došlo do znaĉajnog povećanja 
minimalne inhibitorne i baktericidne koncentracije svih ispitivanih aktivnih komponenti 
etarskih ulja kod biofilma u odnosu  na planktonske ćelije. Aktivne komponente 
etarskih ulja slabije su delovale kod biofilma, što je povrĊeno izraĉunavanjem MIC 
biofilm/MIC odnosno MBC biofilm/MBC odnosa, koji su bili kod karvakrola 4,85 i 
1,50, eugenola 5,38 i 1,39, cinamaldehida 10,63 i 2,61, kao i timola 5,19 i 1,04. Ove 
vrednosti ukazuju koliko puta je slabije antimikrobno dejstvo na S. aureus u biofilmu u 
odnosu na planktonsku formu S. aureus. 
Najveće povećanje MIC i MBC vrednosti izmeĊu planktonske i forme biofilma od 
10,63 odnosno 2,61 puta ustanovljeno je kod cinamaldehida, što ukazuje na njegovo 
slabije delovanje kako na masu tako i na vijabilnost ćelija biofilma u odnosu na druge 
aktivne komponente etarskih ulja kod kojih nije uoĉen tako znaĉajan pad dejstva. 
Imajući u vidu najniţu MIC vrednost biofilma cinamaldehida prema planktonskoj formi 
S. aureus postavlja se pitanje efikasnosti ove aktivne komponente kod infekcija kod 
kojih su prisutne forme biofilma. Niţe smanjenje MIC i MBC vrednosti biofilma 
karvakrola i timola, odnosno komparativno više antimikrobno dejstvo u odnosu na 
cinamaldehid, nameće kao mogućnost kombinaciju ovih aktivnih komponenti etarskih 
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ulja sa cinamaldehidom, a time i postizanje sveobuhvatnog antibakterijskog delovanja 
protiv obe forme S. aureus.  
Dobro delovanje karvakrola je potencirano osobinom da u biofilmovima deluje 
specifiĉno na S. aureus ĉak i kada se biofilm sastoji i od bakterija druge vrste što je u 
svom radu opisao Knowles sa saradnicima 2005. godine. I rezultati u ovom ispitivanju u 
Srbiji, ukazuju na izuzetno potentno dejstvo aktivne komponente karvakrola na biofilm 
S. aureus kod koga je izraĉunat i najniţi MIC biofilma/MIC odnos od 4,85 puta, 
odnosno najniţe smanjenje antibakterijskog dejstva na formu biofilma u odnosu na 
planktonsku. 
Fux i saradnici (2004) kao i Gomes i saradnici (2011) su ustanovili da su razlike u MIC 
vrednostima kod planktonske i biofilm forme aktivnih komponenti etarskih ulja 
drastiĉno manje u odnosu na antibiotike, kod kojih ovo drastiĉno smanjenje kod 
biofilma moţe da bude i preko 1000 puta. Tokom ispitivanja spreĉavanja formiranja 
biofilma Jia i saradnici (2011) su zakljuĉili da cinamaldehid direktno utiĉe na smanjenje 
debljine slojeva bakterija u biofilmu i da prouzrokuje pad ekspresijie serA gena, jednog 
od gena regulacije proizvodnje biofilma. 
Efekat koncentracije odnosno doze je zabeleţen u našem istraţivanju. U subletalnim 
koncentracijama aktivnih komponenti etarskih ulja primećen je u odreĊenim 
sluĉajevima porast broja ćelija biofilma i mase biofilma koji je bio veći nego u kontroli. 
Bujniji rast biofilma je zabeleţen pre svega kod cinamaldehida u niskim 
koncentracijama. To je u skladu sa mišljenjem Stepanovića i saradnika (2004), kao i 
McLandsborough i saradnika (2006) da je produkcija biofilma intezivnija pod dejstvom 
stresogenih faktora.  
UporeĊujući rezultate dobijene u ovom ispitivanju u Srbiji sa radovima drugih autora 
moţe se zakljuĉiti da treba nastaviti sa istraţivanjima antimikrobnog dejstva etarskih 
ulja i njihovih aktivnih komponenti u cilju pronalaţenja efikasnog i potentnog sredstva 




Nа osnovu rezultаtа ispitivаnjа izvedeni su sledeći zаkljuĉci: 
  
1. U odnosu na fenotipizaciju, molekularna identifikacija nuc gena primenom 
reakcije vezane polimeraze obezbeĊuje taĉnu i brţu identifikaciju koagulaza 
pozitivnih Staphylococcus vrsta. 
2. Kod izolata S. aureus poreklom od krava sa supkliniĉkim i kliniĉkim mastitisom 
izuzetno je retka multipla rezistencija prema antimikrobnim sredstvima. Na tri i 
više antibiotika rezistencija je utvrĊena kod 7 od ukupno 113 ispitivanih izolata, 
odnosno kod 6,19%. 
3. Izuzev penicilina G prema kome je rezistencija utvrĊena kod 96,16% ispitanih 
izolata, rezistencija prema drugim antibioticima i hemoterapeuticima pojavljuje se 
sporadiĉno, i to u rasponu od 0% do 13,33%. 
4. Sposobnost formiranja biofilma determinisana icaAD genom utvrĊena je u 
velikom procentu, kod 88,76% ispitanih izolata, što ukazuje da ova karakteristika 
predstavlja jedan od kljuĉnih faktora virulencije S. aureus kod mastitisa krava.  
5. Na osnovu utvrĊenih vrednosti minimalnih inhibitornih i baktericidnih 
koncentracija, ispitivane aktivne komponente etarskih ulja ispoljile su 
antimikrobno dejstvo prema izolatima S. aureus u sledećem opadajućem nizu: 
cinamaldehid > karvakrol > eugenol > timol. Srednje vrednosti minimalnih 
inhibitornih koncentracija (MIC) su iznosile kod cinamaldehida 161,5µg/ml, 
karvakrola 320µg/ml, eugenola 271,6µg/ml i timola 306,5µg/ml. Najpotentnije 
baktericidno dejstvo pokazao je cinamaldehid sa srednjom vrednošću MBC od 
680µg/ml, zatim karvakrol sa 857,4µg/ml, eugenol 1086,2µg/ml i na kraju timol 
sa 1106,5µg/ml. 
6. UtvrĊena je statistiĉki vrlo znaĉajna razlika u antimikrobnom dejstvu 
cinamaldehida u odnosu na ostale ispitane aktivne komponente etarskih ulja 
(p<0,01), dok je znaĉajna statistiĉka razlika utvrĊena izmeĊu antimikrobnog 
dejstva eugenola i timola (p<0,05). 
7. Aktivne komponente etarskih ulja karvakrol, eugenol, cinamaldehid i timol su 
podjednako efikasno delovale na izolate S. aureus osetljive i rezistentne prema 
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odreĊenim antibioticima, što imajući u vidu stalni globalni porast rezistencije 
potencira njihovu primenu kao antimikrobnih sredstava.  
8. OdreĊene kombinacije i koncentracije aktivnih komponenti etarskih ulja odlikuju 
se sinergistiĉkim dejstvom, koje je bilo najizraţenije kod karvakrola i eugenola u 
koncentraciji od 20 µg/ml, odnosno 80µg/ml. 
9. Aktivne komponente karvakrol i cinamaldehid se odlikuju izuzetno dugim 
antibakterijskim dejstvom na izolate S. aureus u trajanju od najmanje 14 dana i 
više je nego opravdano nastaviti in vitro i in vivo ispitivanja u cilju pripreme nove 
formulacije efikasnijih preparata sa protrahiranim dejstvom kod mastitisa krava. 
10. Aktivne komponente etarskih ulja karvakrol i timol odlikovale su se 
najpotentnijem delovanjem u redukciji biomase odnosno broja viabilnih ćelija 
biofilma S. aureus. 
11. Imajući u vidu najpotentnije dejstvo cinamaldehida prema planktonskoj formi S. 
aureus kao i karvakrola i timola prema biomasi i viabilnim ćelijama biofilma, 
nameće se kao mogućnost kombinacija ovih aktivnih komponenti etarskih ulja u 
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9.1. Biografija autora 
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medicine odbranom diplomskog rada: ,,Invaginacija creva – etiologija i terapija''. 
Doktorske akademske studije je upisao 2010.godine i poloţio planom i programom 
predviĊene ispite sa ĉnom ocenom 9,22. 
Kandidat Nemanja Zdravković je tokom studiranja bio korisnik stupendije Ministarstva 
prosvete Republike Srbije 2005/2006. godine, a od 2006/2007. godine pa do završetka 
školovanja stipendije Fondacije za razvoj nauĉnog i umetniĉkog podmlatka Republike 
Srbije i stipendije ,,Coca-cola talenti''.  
Od 2011. godine zaposlen je kao istraţivaĉ pripravnik na Katedri za mikrobiologiju, 
Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu. U zvanje istraţivaĉa 
saradnika izabran je u martu 2014.godine.  
U dosadašnjem radu u Laboratoriji za bakteriologiju i mikologiju Katedre za 
mikrobiologiju kandidat Nemanja Zdravković se posvetio projektnim zadacima 
ispitivanja rezistencije bakterija prema antimikrobnim supstancama, kao i 
svakodnevnom sticanju znanja u izolaciji i identifikaciji infektivnih agenasa.  
U toku novembra 2013. godine kandidat je boravio na Univerzitetu Ludvig – 
Maksimilijan u Minhenu u Nemaĉkoj gde je savladao tehnike izvoĊenja klasiĉne PCR i 
real-time PCR metode i upoznao se sa metodama sekvencioniranja genoma 
mikroorganizama.  
Kandidat Nemanja Zdravković na poĉetku svoje nauĉno istraţivaĉke karijere je objavio 
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Ime i prezime autora ____Nemanja Zdravković____________________________ 
Broj upisa _15/19_____________________________________________________ 
Studijski program _Doktorske akademske studije___________________________ 
Naslov rada __ Ispitivanje antibakterijskog dejstva karvakrola, eugenola, cinamaldehida 
i timola prema sojevima Staphylococcus aureus izolovanih u sluĉajevima mastitisa 
krava_____________________________________________ 




izjavljujem da je štampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji 
koju sam predao/la za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta 
u Beogradu.  
Dozvoljavam da se objave moji liĉni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja 
doktora nauka, kao što su ime i prezime, godina i mesto roĊenja i datum odbrane rada.  
Ovi liĉni podaci mogu se objaviti na mreţnim stranicama digitalne biblioteke, u 
elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu. 
 
                  Potpis doktoranda  







9.4. Izjava o korišćenju 
 
Ovlašćujem Univerzitetsku biblioteku „Svetozar Marković― da u Digitalni repozitorijum 
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom: 
Ispitivanje antibakterijskog dejstva karvakrola, eugenola, cinamaldehida i timola prema 
sojevima Staphylococcus aureus izolovanih u sluĉajevima mastitisa 
krava__________________________________________________________________ 
koja je moje autorsko delo.  
Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za 
trajno arhiviranje.  
Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u 
Beogradu mogu da koriste svi koji poštuju odredbe sadrţane u odabranom tipu licence 
Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju sam se odluĉio/la. 
1. Autorstvo 
2. Autorstvo - nekomercijalno 
3. Autorstvo – nekomercijalno – bez prerade 
4. Autorstvo – nekomercijalno – deliti pod istim uslovima 
5. Autorstvo – bez prerade 
6. Autorstvo – deliti pod istim uslovima 
(Molimo da zaokruţite samo jednu od šest ponuĊenih licenci, kratak opis licenci dat je 
na poleĊini lista). 
 
  Potpis doktoranda 
U Beogradu, ________________________ 




1. Autorstvo - Dozvoljavate umnoţavanje, distribuciju i javno saopštavanje dela, i 
prerade, ako se navede ime autora na naĉin odreĊen od strane autora ili davaoca licence, 
ĉak i u komercijalne svrhe. Ovo je najslobodnija od svih licenci. 
2. Autorstvo – nekomercijalno. Dozvoljavate umnoţavanje, distribuciju i javno 
saopštavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na naĉin odreĊen od strane autora 
ili davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela. 
3. Autorstvo - nekomercijalno – bez prerade. Dozvoljavate umnoţavanje, distribuciju i 
javno saopštavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, 
ako se navede ime autora na naĉin odreĊen od strane autora ili davaoca licence. Ova 
licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela. U odnosu na sve ostale licence, 
ovom licencom se ograniĉava najveći obim prava korišćenja dela.  
 4. Autorstvo - nekomercijalno – deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnoţavanje, 
distribuciju i javno saopštavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na naĉin 
odreĊen od strane autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili 
sliĉnom licencom. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada. 
5. Autorstvo – bez prerade. Dozvoljavate umnoţavanje, distribuciju i javno 
saopštavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se 
navede ime autora na naĉin odreĊen od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca 
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela. 
6. Autorstvo - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnoţavanje, distribuciju i javno 
saopštavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na naĉin odreĊen od strane autora 
ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili sliĉnom licencom. Ova 
licenca dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada. Sliĉna je softverskim 
licencama, odnosno licencama otvorenog koda. 
